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CAMBIOS FISICOS Y QUIMICOS DURANTE
EL SECADO AL SOL DEL GRANO DE CACAO
FERMENTADO EN DOS DISENOS
DE CAJONES DE MADERA!

Jairo Nogales*, Lucia Graziani de Farifas*
y Ligia Ortiz de Bertorelli*

RESUMEN

Frutos de cacao, Theobroma cacao L., tipo criollo, cosechados en Cuyagua, estado Aragua,
fueron desgranados manualmente, fermentados y expuestos al sol para determinar los
cambios fisicos y quimicos que ocurren durante el secado. La fermentacion fue realizada
por 5 dias en cajones cuadrados, rectangulares de madera y el secado por 5 d con 6 horas
diarias de exposicion al sol en un patio de cemento. Durante el secado, a los granos les
fueron medidos algunos indices fisicos y las caracteristicas quimicas. Los resultados
revelaron un incremento de la temperatura de los granos durante el dia, dependiendo
de las condiciones ambientales. El indice de fermentacion y los parametros del color L
y a, aumentaron al transcurrir el secado, mientras que b, se redujo, siendo este iltimo
parametro el tnico afectado por el disefio del fermentador, cuyo valor fue menor en el
cajon cuadrado. La humedad, azticares totales (AT), acidez total y cenizas disminuyeron
y los taninos aumentaron al secar el grano, en cambio el comportamiento de las proteinas
y del pH no fue definido. Ademas, los mayores valores de humedad, AT, pH, proteinas
y taninos les correspondieron al cacao fermentado en el cajon cuadrado, fermentador
que pareciera ser el mas recomendable para el beneficio del cacao. En conclusion, las
caracteristicas quimicas variaron en funcion del tiempo de secado y del disefio del
fermentador, en tanto que los indices fisicos no fueron afectados por este ultimo factor.

Palabras Clave: Theobroma cacao L.; fermentacion; secado; indices fisicos;
caracteristicas quimicas.

1 Trabajo financiado por FUNDACITE-Aragua y Fonacit.

*  Profesores. Universidad Central de Venezuela. Facultad de Agronomia. Instituto de Quimica
y Tecnologia. Apdo. 4579. Maracay 2101, estado Aragua. Venezuela.
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PHYSICAL AND CHEMICAL CHANGES OF SUN DRIED
COCOA BEANS FERMENTED IN TWO
DESIGNS OF WOUDEN BOXES

Jairo Nogales*, Lucia Graziani de Farifias*
y Ligia Ortiz de Bertorelli*

SUMMARY

Cocoa, Theobroma cacao L., fruits, criollo type, from Cuyagua, Aragua
State, were manually shelled, mass (seeds and pulp) fermented and sun
dried in order to determine the physical and chemical changes that occur
during the drying process. Fermentation was done during five days in
square and rectangular wooden boxes, and drying was conducted for
six hours of daily sun exposure during five days. Throughout the drying
process certain physical indexes and chemical properties of grains were
measured. Results showed an increase of grain temperature during
daylight, depending upon environmental conditions. The fermentation
index and color parameters L and a, increased as the drying process
progressed, while b, decreased. Parameter b, was the only one affected
by fermentor design, with a smaller value in the square box. Moisture
content, total sugars, total acidity, and ash content decreased while tannin
content increased as grain was dried; performance of proteins and pH
was not conclusive. The highest values for moisture content, total sugars,
pH, proteins, and tannin content corresponded to cocoa beans fermen-
ted in the square box; this fermentor seems to be the most suitable for
cocoa post-harvest processing. Chemical indexes varied with respect to
drying time and fermentor design, while physical characteristics were
not affected by the last factor.

Key Words: Theobroma cacao L.; fermentation; drying; chemical
indexes; physical characteristics.

1 Trabajo financiado por FUNDACITE-Aragua y Fonacit.

*  Profesores. Universidad Central de Venezuela. Facultad de Agronomia. Instituto de quimica y
Tecnologia. Apdo. 4579. Maracay 2101, estado Aragua. Venezuela.
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INTRODUCCION

La fermentacion y el secado son etapas muy importantes en el beneficio
del cacao, Theobroma cacao L. En la primera etapa se producen
reacciones bioquimicas que causan una disminucion del amargor y de
la astringencia y que dan origen a los precursores del aroma y sabor a
chocolate. En la segunda etapa se reduce la humedad, continua la fase
oxidativa iniciada en la fermentacion y se completa la formacion de los
compuestos del aroma y sabor (Cros y Jeanjean, 1995; Jinap etal., 1994).

La eliminacion del exceso de humedad, que queda en el grano al finalizar
la fermentacion, es importante porque evita el desarrollo de mohos que
deterioran la calidad (Rohan, 1964) y facilita el almacenamiento (Cros y
Jeanjean, 1995; Jinap et al., 1994), manejo y comercializacion del cacao.
Sin embargo, la reduccion de la humedad debe ser hasta valores del 6 al
7%, maximo 8% (COVENIN, 1995), ya que si se reduce demasiado el
grano se vuelve muy quebradizo (Rohan, 1964).

El desarrollo de los pigmentos de color marron, a partir de los compuestos
fenolicos, es otra fase relevante del secado, lo cual solamente ocurre
en dicha etapa (Cros y Jeanjean, 1995; Jinap et al., 1994). Ademas, los
precursores del sabor, tales como aminoacidos libres, péptidos y azicares
no reductores pueden presentar algunos cambios quimicos asociados con
reacciones térmicas (Puziah et al., 1999), lo cual conjuntamente con los
cambios bioquimicos, productos de la fermentacion, son determinantes
de la calidad del cacao beneficiado, constituyendo un factor de peso en
su comercializacion y en su utilizacion en la agroindustria.

El secado natural por exposicion al sol es cominmente usado por los
productores de las diversas regiones cacaoteras del pais, debido a que
es un método simple, econdmico y que permite el manejo de pequeiias
cantidades. Entre las desventajas de este método destacan el tiempo que
tarda el proceso, la labor requerida, la necesidad de extensas superficies
para secar los granos y ademas su dependencia de las condiciones clima-
ticas (Jinap et al., 1994), condiciones que pueden variar de una zona a
otra y en una misma zona durante el afio (Ghosh y Cunha, 1975), lo
cual, va a influir sobre las horas de exposicion diaria al sol y del tiempo
necesario para el secado.

En la zona costera del estado Aragua, el secado es realizado en patios
de cemento y se ha observado que la textura del piso y la frecuencia de
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remocion de los granos no influyen sobre las caracteristicas quimicas ni
sobre el color del grano, en cambio si afectan los porcentajes de cascara,
de granos partidos y multiples (Ortiz de Bertorelli et al., 2004).

El beneficio del cacao en dicha region se ha venido realizando seglin
costumbres culturales transmitidas por generacion, con variaciones
entre los productores y entre las zonas, sin dar importancia a las buenas
practicas en el manejo agronémico ni en el beneficio, lo que ejerce un
efecto desfavorable sobre la calidad del producto final, ocasionando
pérdidas.

Entre las operaciones que contempla el beneficio del cacao el secado
ha sido la mas relegada, de alli la relevancia de su estudio, por lo que el
objetivo de este trabajo consistié en evaluar algunos de los cambios fisicos
y quimicos que ocurren en el secado natural al sol del grano fermentado
de cacao tipo criollo de Cuyagua, empleando en la fermentacion los dos
disefios de los cajones de madera mayormente usados en la region costera
del estado Aragua (Graziani de Farifas et al., 2003a), todo esto con el
proposito de generar informacion que sirva de apoyo a los productores
de cacao para la obtencion de un producto de alta calidad y a los técnicos
para considerar posibles mejoras tecnoldgicas en el secado del cacao.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en Cuyagua, municipio Costa de Oro del estado
Aragua, zona que presenta precipitaciones que oscilan entre 467 y
988,7 mm anuales, temperatura promedio anual de 25,66 °C, evaporacion
de 900 mm con una humedad relativa promedio de 66% (Galviz, 1994).
En el ensayo, fueron utilizadas 120 frutos (mazorcas) de cacao tipo
criollo, cosechados en forma aleatoria, sanos y maduros y desgranados
manualmente 5 dias después de la recoleccion. Para identificar los arboles
de cacao se usaron algunos descriptores taxondomicos sugeridos por
Bekele et al. (1994) y 1a madurez de los frutos fue establecida utilizando
el criterio senalado por Gonzalez et al. (1999).

Fermentacion y secados

En la fermentacion fueron usados cajones de madera con dos disefios:
el rectangular de dimensiones 30x15x10cm (largo x alto x ancho) y el
cuadrado de 20x20x20 cm, ambos construidos con madera saqui-saqui,

8
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Bombacopsi quinata (Jacq) Dugan, y con perforaciones de 0,8 cm de
diametro en el fondo para permitir la salida del exudado. Los fermen-
tadores fueron llenados equitativamente con la masa de cacao (semillas
y pulpa) y cubiertos con un plastico grueso y una lona. El proceso tuvo
una duracion de 5 d con remocion de la masa a las 24 y 48 h.

Para el secado, la masa fermentada fue extendida sobre un piso de
cemento, formando una capa de aproximadamente 2 cm de espesor, la
cual fue removida y amontonada cada 2 h al dia para facilitar la evapo-
racion del agua. El tiempo de secado fue de 6 h diarias (7 a.m. a 1 p.m.)
por 5 d. Al final de cada dia, los granos eran recogidos y al enfriarse,
tapados y guardados en los mismos cajones de fermentacion hasta el
dia siguiente.

En el ensayo se uso un disefio completamente aleatorizado con 3 repeti-
ciones, utilizando un experimento factorial mixto 2x5, donde los factores
evaluados fueron el disefio del fermentador a dos niveles (cajon cuadrado
y rectangular) y el tiempo de secado a 5 niveles (0, 1, 2,3 y 5 d), estando
constituida la unidad experimental por 2 kg.

Analisis fisicos

La temperatura ambiente y la humedad relativa (HR) fueron medidas
diariamente con un registrador marca DICKSON. Durante el secado,
la temperatura se midi6 cada dia en el centro del pilon formado al
amontonar los granos, usando un termometro calibrado de 0 a 100+0,1 °C.
El indice de fermentacion (IF) estuvo calculado de acuerdo con la norma
N°442-78 COVENIN (1978) alos 0,2 y 5 d de transcurrido el proceso de
secado, considerando como granos completamente fermentados aquellos
que presentaron color marrdn, agrietamiento pronunciado en el cotiledon
y color castafio en la radicula (Graziani de Farifias et al., 2003a).

Para la determinacion diaria del color fue utilizado el método indicado por
Ortiz de Bertorelli et al. (2004) y los resultados expresados en funcion
de los parametros del color de la escala Hunterlab, en la cual L indica
tendencia a la luminosidad (O=negro, 100=blanco), a tendencia al rojo
(valores +) y al verde (valores -), b tendencia al amarillo (valores +)
y al azul (valores -). El punto final del secado fue establecido de acuerdo
con la prueba sensorial de crepitacion (Rohan, 1964), la cual se aplico
a partir del 3" d, antes de extender y al recoger los granos en el patio de
secado, después de que se enfriaron.

9
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Analisis quimicos

Se tomaron muestras del cacao a los 0, 1, 2, 3 y 5 d del secado para
efectuar los siguientes analisis segin los métodos de la AOAC (1997):
Humedad (N° 931 04); azticares totales (AT; N°925,35); pH (N°970,21);
acidez total titulable (N° 942,15); cenizas (N° 972.15) y proteinas
(N° 970,20) incorporando un desgrasado previo con éter de petroleo
por 4 h (Graziani de Farinas et al., 2003b). Ademas fueron determinados
los taninos por el método de Folin Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).
S

Anélisis estadisticos

A los resultados de los analisis, realizados por triplicado, se les aplico
un analisis de varianza, via paramétrica o no paramétrica segun corres-
pondiese, complementado con una comparacion de medias por la prueba
de rangos multiples de Duncan (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el proceso de secado, la temperatura ambiente mostrd poca
variacion entre los dias, siendo 30 °C el valor mas frecuente (Cuadro 1).
Cabe destacar que en el 2%, 37y 5% d, la radiacion solar fue interrumpida
por nubarrones e inclusive con lluvia en el dia 3, lo que ocasion6 un leve
descenso en la temperatura ambiente en horas del mediodia.

En relacion con la humedad relativa (HR), se observd una tendencia
general a aumentar a partir de las 11 a.m., con excepcion del d 3 en el
que llovié. La lluvia, temperatura ambiente, HR del aire, velocidad del
viento y el nimero de horas de exposicion diaria al sol son factores que
afectan la velocidad del secado de los granos de cacao (Ghosh y Cunha,
1975), de forma que la insolacion insuficiente, las lluvias repentinas y
la disminucién en los otros factores causan inconvenientes y retrasos
en el proceso.

Durante el secado al sol, la temperatura de los granos fue semejante en
los cacaos fermentados con distintos disefios del fermentador, como
era de esperarse dado que ambos ensayos se realizaron con las mismas
condiciones en cuanto a area, volumen y tiempo de exposicion, factores
que influyen sobre dicha variable (Cuadro 2), en cambio difirieron a
un nivel de significacion del 5% entre los dias (Cuadro 3), debido a las

10
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variaciones climaticas que ocurrieron durante el secado, alcanzandose el
mayor valor en el dia 4, dia en el que las condiciones ambientales fueron
favorables al proceso.

CUADRO 1. Variacion de la temperatura ambiente y humedad relativa
durante el secado al sol del cacao.

Dias

Horas del 1 2 3 4 5
secado  Toc o4 TC % T°C % T°C % TC %
amb HR amb HR amb HR amb HR amb HR

7:00am 30 56 29 65 29 71 32 63 30 57
8:00am. 30 65 29 67 29 71 31 61 31 58
9:00am. 28 75 30 66 29 68 30 66 31 61
10:00am. 30 71 30 66 31 63 30 61 30 66
11:00am. 30 71 30 66 30 70 30 62 30 63
12:00pm. 30 73 29 71 29 69 30 64 29 66
1:00pm. 31 73 30 72 30 69 30 68 30 72

En el IF se observaron valores superiores al 90% en los granos fermen-
tados por 5 d (Cuadro 2), valores que sefalaron una posible sobre
fermentacion durante el proceso fermentativo (Graziani de Farinas et al.,
2003a), siendo mas alto el indice del grano fermentado en el cajon cua-
drado, lo que indic6 que el diseno del fermentador afect6 la fermentacion,
como consecuencia de las mayores temperaturas que se alcanzaron en la
masa fermentante al usar dicho cajon (Graziani de Farifias et al., 2003a).

En el transcurso del secado, el [F aument6 y se obtuvo una alta proporcién
de granos marrones con un valor final ligeramente mayor en el cacao
fermentado en el cajon cuadrado. La variacion de este indice durante el
secado fue ocasionado por la practica de amontonar el cacao y colocarlo
en los mismos cajones fermentadores cubiertos con un plastico grueso
después de la exposicion diaria al sol, lo cual prolongo la fase fermen-
tativa durante las tardes y noches, causando un incremento en el IF de

11
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5,65% en el cacao fermentado en el cajon cuadrado y de 5,18% en el
rectangular, diferencia que pudiese no ser significativa en la calidad del
cacao y que habria que confirmar mediante pruebas sensoriales.

CUADRO 2. Temperatura de los granos e indice de fermentacion
durante el secado al sol del cacao fermentado en dos
disenos del fermentador.

Dias de °C Temperatura* % Indice de fermentacion
secado Cajon Cajon Cajon Cajon
cuadrado rectangular cuadrado rectangular

0 92,80 91,75

1 36,044 358+3.4

2 34,6 £ 0,97 345+1,0 97,25 94,25

3 343+ 1,7 34,0+£2,0

4 38,8+3,5 383+3.3

5 36,9+1,2 37,1+0,8 98,04 96,50

* Medias y desviacion estandar.

En cuanto al color, los parametros L'y a, presentaron un comportamiento
fluctuante en el tiempo con variaciones a un nivel de probabilidad del
5% entre los dias del secado (Cuadro 4), en los cuales se observé un
aumento en el d 1, seguido por un descenso y un nuevo aumento en
el d 5, mientras que no difirieron entre los cacaos fermentados en los
cajones con distinto disefio (Cuadro 5).

En el parametro b, se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre
los dias (Cuadro 4) y entre los cacaos fermentados en los dos fermenta-
dores (Cuadro 5), consistentes en un descenso a medida que transcurrid
el proceso de secado y en una menor tendencia hacia el color amarillo
en el cacao seco fermentado en el cajon cuadrado.

El aumento de la luminosidad y de la tendencia hacia el color rojo, asi
como la disminucion de la tendencia hacia el amarillo en el secado, se
pueden relacionar con la formacion de pigmentos de color marrén a
partir de los compuestos fendlicos en este proceso (Cros y Jeanjean,
1995; Puziah et al., 1999).

12
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CUADRO 3. Temperatura de los granos de cacao fermentados durante

el secado al sol.

Dias de secado

°C Temperatura de la masa

[ R N O R S

359¢
34,6d
342d
38,6 a
37,0b

Letras distintas indican diferencias a un nivel de significacion del 5%.

Durante el secado, la oxidacion enzimatica de los polifenoles, por accion
de la polifenoloxidasa en presencia de oxigeno, y la posterior conden-
sacion con las proteinas ocasiona el color pardo de los granos (Puziah

etal., 1999).

CUADRO 4. Parametros del color y caracteristicas quimicas del grano
de cacao fermentado durante el secado al sol.

Parametros del color

Dias de Secado

y caracteristicas quimicas

0 1 2 3 5
L 35,53¢  40,05a 3828b 37,17b 40,04a
alL 6,30 ¢ 7,68 a 6,98 b 6,21 ¢ 7,71 a
bL 7,78 a 7,14 b 5,26d 4,18 ¢ 5,78 ¢
% Humedad 5244a 25,15b 20,57c¢ 1643d 795e
% Azc. totales 238a 230b 2,13 ¢ 1,90 d 1,78 ¢
% Acidez total 0,57 a 0,25b 0,25b 0,20 b 0,24 b
pH 5,87b 5,82b 580b 6,09 a 5,83b
% Cenizas 391 a 3,63b 3,66 b 3,67b 3,60 b
% Proteinas 12,87 b 11,51¢  12,81b  13,40ab 14,02a
% Taninos 040b - 0,38b - 0,45a

Letras distintas indican diferencias a un nivel de significacion del 5%.
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CUADRO 5. Parametros del color y caracteristicas quimicas del grano
de cacao fermentado en dos disefios del fermentador y
secado al sol.

Parametros del color Disefio del fermentador
y caracteristicas quimicas
Cuadrado Rectangular

L 37,96 a 38,06 a
al 6,86 a 7,05a
bL 3,54 b 8,25a
% Humedad 25,68 a 23,34 ab
% Azuc. totales 2,10 a 2,09b
% Acidez total 0,27b 0,33 a
pH 6,09 a 5,57b
% Cenizas 3,52b 3,84a
% Proteinas 13,19 a 12,65b
% Taninos 0,45a 0,37 b

Letras distintas indican diferencias a un nivel de significacién del 5%.

Al comparar con la bibliografia se observo coincidencia con los valores
obtenidos con anterioridad (Ortiz de Bertorelli et al., 2003) para L (40,40)
y b, (5,46) en cacao de Cumboto, estado Aragua, fermentado y secado al
sol por 4 d con remocién cada 0,5 h, en tanto que difirieron de los valores
33,06deL, 14,97 dea y 15,14 de b, hallados por Bonaparte et al. (1998)
en cacao de St. Lucia, Indias Occidentales, fermentado y secado al sol
por 5 d, discrepancia que podria atribuirse al uso de materiales de cacao
y metodologias distintas.

Las caracteristicas quimicas del grano de cacao fermentado variaron
significativamente (P<0,05) durante el transcurso del secado (Cuadro 4).
La humedad descendi6 y la mayor pérdida de este componente ocu-
rri6 el 1°° d del proceso, en el cual la reduccion fue de 52,04%. En la
siguiente fase de secado (entre los d 2y 5) la disminucion fue gradual,
hasta alcanzar, en el 5 d, un valor coincidente con el rango (6-8%)
establecido por COVENIN (1978) como requisito de calidad y requerido

14
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por los mercados internacionales para la comercializacion del cacao.
La humedad obtenida al final del secado es apropiada porque impide el
crecimiento de hongos en el almacenamiento y que el grano se quiebre
facilmente (Rohan, 1964).

Durante el secado al sol del cacao, la velocidad promedio del descenso
de la humedad en el grano es funcion del nimero de dias de secado y
varia considerablemente segiin las condiciones climaticas imperantes
al exponer los granos al sol, dependiendo de la temperatura ambiente
y velocidad del viento (Ghosh y Cunha, 1975), puesto que el calor y el
movimiento del aire contribuyen a la remocion de la humedad (Jinap
et al., 1994). En este proceso, la pérdida de agua es gradual y continua
(Jinap et al., 1994; Ghosh y Cunha, 1975; Dias y Avila, 1993).

El contenido de los AT también mostré una disminucion a medida que
se desarrollod el secado (Cuadro 4). Durante este proceso contintian los
cambios quimicos y bioquimicos que se inician en la fermentacion de
los granos y el contenido de los azucares reductores (AR) es, en parte,
reducido por su participacidon en las reacciones de oscurecimiento no
enzimatico, esto es en las reacciones de Maillard, para formar fracciones
volatiles de pirazinas (Cros y Jeanjean, 1995; Puziah et al., 1999). Esta
reaccion, que es favorecida por las altas temperaturas, también ocurre
cuando éstas son bajas (30-50 °C), ya que cuando el secado procede
lentamente, el periodo de actividad de agua (aw) durante el cual las
condiciones para la reaccion de Maillard son Optimas es mas largo
(Cros y Jeanjean, 1995). Por otra parte, la concentracion de sacarosa es
disminuida por hidrolisis enzimatica, reaccion que continiia hasta que
la enzima invertasa es inactivada por el incremento de la temperatura y
la pérdida de humedad (Puziah et al., 1999).

Laacidez total de los granos disminuy¢ en el 1" d de exposicion al sol del
cacao, en el que se redujo en 56,14%, permaneciendo constante en los dias
restantes (Cuadro 4). La reduccion de la acidez de los granos, coincidié
con el mayor descenso de la humedad. Al respecto, varios investigadores
observaron que conjuntamente con la pérdida de agua que se produce
durante el secado, ocurre una merma de la acidez, especificamente de
los 4cidos volatiles y libres (Dias y Avila, 1993). Esta disminucion de la
acidez es favorecida cuando el secado procede lentamente (Dias y Avila,
1993) y se establece un balance entre las velocidades de evaporacion del
liquido en la testa y de la difusion de los liquidos del cotiledon (Jinap
etal., 1994).
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Respecto al pH, se observo un comportamiento variable durante el secado,
de forma que permaneci6 constante hasta el d 3, en el que aumento leve-
mente, para luego descender a un valor estadisticamente igual al de los
primeros dias (Cuadro 4). Al final del secado, el cacao present6 un pH que
cayo en el rango (5,50-5,80) fijado por Jinap y Dimick (1990), segun el
cual incluyen a Venezuela dentro del grupo de paises con cacaos de alto
pH. Este parametro presenta una alta correlacion (-0,94) con la acidez
titulable (Jinap y Dimick, 1990), la cual es considerada como un mejor
indicativo de la acidez que el pH (Jinap et al., 1994).

En la concentracion de cenizas se detectd un leve descenso en el 1¢
d de secado, a partir del cual se mantuvo constante hasta el final del
proceso (Cuadro 4). Esta disminucion pudiese estar relacionada con la
mayor eliminacion de agua en ese lapso, la cual difunde a través de los
poros al medio, arrastrando consigo a minerales hidrosolubles, lo cual
también ha sido observado en estudios sobre secado del café (Suarez,
2003). En el resto del tiempo del proceso, la pérdida por difusion de los
minerales es limitada por la disminucion de la velocidad de reduccion
de la humedad en el secado.

El porcentaje proteico varid sin mostrar una tendencia definida en el
transcurso del proceso. En el d 1 disminuyd y en los d 2 y 5 aumento,
incremento que podria deberse a variabilidad de las muestras. En el
secado, la protedlisis que se inicia en la fermentacién continua, siendo
favorecida la actividad de la proteinasa aspartica y de la carboxipepti-
dasa por las temperaturas (36-42 °C) alcanzadas durante la exposicion al
sol. Estas enzimas originan aminoacidos hidrofobicos libres y péptidos
hidrofilicos e hidrofébicos, cuya concentracion desciende rapidamente
al aumentar la temperatura durante el secado (Puziah et al., 1999).

Los aminoéacidos libres disminuyen como consecuencia de la degradacion
de Strecker, que ocurre en la reaccion de Maillard, y por su participacion
en las reacciones de condensacion proteina quinona (Brito et al., 2000;
Puziah et al., 1999). Ademas, estos aminoacidos pueden formar aminas
y los péptidos dicetopiperazinas por degradacion térmica (Puziah et al.,
1999).

En relacion con los taninos se observo una permanencia constante los

primeros dias del secado y un incremento en el dia 5 (Cuadro 4). En este
proceso, los polifenoles son oxidados por la accion de la polifenoloxi-
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dasa en presencia del oxigeno, cuyos productos, al ser polimerizados por
reacciones de condensacion proteina quinona, ocasionan el desarrollo del
color marrdn de los cotiledones que es uno de los efectos mas importantes
del secado (Puziah et al., 1999). Esta reaccion de oxidacion, debida a la
penetracion por difusion del oxigeno en los cotiledones durante la dese-
cacion (Rohan, 1964), es afectada por la velocidad del proceso, siendo
favorecida cuando el secado se realiza lentamente (Dias y Avila, 1993).

Los resultados de las caracteristicas de los granos secos de cacao fueron
distintos de los obtenidos en estudios previos en cacao de Cumboto
(Ortiz de Bertorelli et al., 2003) en los cuales se encontrd un contenido
superior de taninos (0,80%) y de acidez total (1,08%) y un pH inferior
(4,84). Asi mismo, difirieron de los valores de acidez total (0,128 meq
NaOH/g muestra) y pH (5,49) obtenidos por Jinap y Dimick (1990) para
cacaos fermentados y secos procedentes de Venezuela y de los de Bona-
parte et al. (1998) para cacao de St. Lucia (20,72 meq NaOH/g 100g y
pH de 4,89). Esta discordancia en los valores posiblemente se deba a la
utilizacion de distintos materiales de cacao y procesos.

Respecto a las caracteristicas quimicas, del grano de cacao fermentado
en cajones con distintos disefios y secado al sol, la prueba de medias de
Duncan mostré diferencias a un nivel de significacion del 5%, presen-
tando los mayores valores de humedad, AT, pH, proteinas y taninos el
cacao proveniente del cajon cuadrado (Cuadro 5).

Estos resultados, podrian estar relacionados con la mayor temperatura
que se alcanzo en la masa de cacao durante la fermentacion en dicho
cajon, en el cual se logra un mejor aislamiento por su menor area de
exposicion (Graziani de Farifas et al., 2003a). Esta temperatura mas
alta, en la masa fermentante de cacao, causa una aceleracion de las
reacciones de fermentacion con un aumento de la actividad proteolitica
(Puziah et al., 1999). Evidentemente, el tipo de fermentador usado en
el proceso influye sobre la fermentacion, segun el cual las reacciones
quimicas involucradas pueden ser retardadas o aceleradas (Graziani de
Farinas et al., 2003a; Vargas et al., 1989), siendo también afectado el
secado por su estrecha relacion con el proceso fermentativo. Por lo cual
concordando con resultados previos, el cajon cuadrado podria ser consi-
derado como el disefio mas eficiente para beneficiar el cacao (Graziani
de Farinas et al., 2003a).
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CONCLUSION

- Las caracteristicas quimicas variaron en funcion del tiempo de secado
y del disefio del fermentador usado en el proceso, mientras que los
indices fisicos solo fueron afectados por este tltimo factor.

- La temperatura del grano dependi6 de las condiciones ambientales.
El IF y los parametros del color L'y a, aumentaron durante el secado,
en tanto que b, se redujo, siendo este ultimo parametro el Gnico afec-
tado por el disefo del fermentador, con un menor valor en el cajon
cuadrado.

- Lahumedad, azicares totales, AT y cenizas disminuyeron y los taninos
aumentaron al transcurrir el secado, en cambio el comportamiento
de las proteinas y del pH no fue definido, correspondiéndole los
mayores valores de humedad, AT, pH, proteinas y taninos al cacao
fermentado en el cajon cuadrado, fermentador que pareciera ser el
mas recomendable para el beneficio del cacao.
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AREA FOLIAR, COMPONENTES DEL AREA FOLIAR
Y RENDIMIENTO DE SEIS GENOTIPOS DE CARAOTA!
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RESUMEN

Los modelos de simulacion agroambientales son poderosas herramientas para evaluar
escenarios de produccion agricola en forma cuantitativa, pero requieren informacion de
area foliar (AF) del cultivo que en Venezuela es escasa. En este estudio se presentan
datos de AF y de sus componentes, asi como de rendimiento, obtenidos de experimentos
en campo con seis genotipos de caraota, Phaseolus vulgaris L., sembrados durante el
mes de noviembre del afio 2001, en las localidades de Maracay (MCY) y Saman Mocho
(SM) en dos tipos de suelos contrastantes y representativos de la Cuenca del Lago de
Valencia. La metodologia de campo utilizada permitio la obtencion de un conjunto
de datos de AF confiables y representativos de los genotipos evaluados. Los genotipos
DP-01-98-007 y Magdaleno tuvieron mayor grado de crecimiento indeterminado en
ambas localidades, el cual se manifesto hasta en el estadio de plena formacion de granos
(R6). Numero, longitud y ancho méximo de foliolos, por sus altas correlaciones con AF,
pueden ser utilizadas para estimaciones de AF mediante el procedimiento de regresion.
En SM, las variables componentes del AF y los rendimientos (50%) fueron superiores
que en MCY. Los genotipos MEM-01-00-16 en SM y AM-03-00-06 en MCY alcanzaron
los mayores rendimientos finales y también se destacaron a lo largo del ciclo del cultivo
con valores altos de nimero de foliolos totales por planta, longitud de foliolos, ancho
maximo de foliolos y AF, en cambio el genotipo usado como testigo, Magdaleno, ocup6
los valores mas bajos.

Palabras Clave: Phaseolus vulgaris L.; caraota; area foliar; indice de area
foliar; componentes del area foliar; rendimiento.
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LEAF AREA, LEAF AREA COMPONENTS AND YIELD
OF SIX BEAN GENOTYPES

Rosemary Warnock*, Jagger Valenzuela**, América Trujillo*,
Petra Madriz* y Margaret Gutiérrez***

SUMMARY

Simulation models are powerful tools for quantitatively evaluating
agricultural production scenarios, but they require leaf area information
for the crop to be simulated, which in Venezuela is scarce. Data is pre-
sented for leaf area, leaf area components and yield obtained from field
experiments planted with six bean, Phaseolus vulgaris L., genotypes on
November 2001 in Maracay (MCY)) and Saman Mocho (SM), Venezuela,
using two contrasting soil types which are representative of the Valencia
Lake basin. The field methodology employed allowed the procurement
of reliable and representative sets of leaf area data for the genotypes
evaluated. Genotypes DP-01-98-007 and Magdaleno exhibited a greater
degree of indeterminate behaviour in both sites, being displayed as late
as the stage of full grain formation (R6). Number, length and maximum
width of leaflets may be used for estimating leaf area through regression
procedures, due to their high correlations with leaf area. In SM the values
of'the components of leaf area and yield (50%) were higher than in MCY.
Genotypes MEM-01-00-16 in SM and AM-03-00-06 in MCY had the
highest final yield values and superior values during the growth cycle
for the variables total number of leaflets per plant, leaflet length, leaflet
maximum width and leaf area, whereas the genotype used as control,
Magdaleno, had the lowest values.

Key Words: Phaseolus vulgaris L.; bean; leaf area; leaf area index; leaf
area components; yield.
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INTRODUCCION

El area foliar (AF) alcanzada por una planta durante ciertos estadios
especificos del desarrollo es un dato indispensable para la calibracion,
adaptacion y en general para la aplicacion racional de los modelos de
simulacion agroambientales. Es bien conocido que la magnitud del AF
define la capacidad de la cubierta vegetal para interceptar la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA), la cual es la fuente primaria de energia
utilizada por las plantas para la fabricacion de tejidos y elaboracion de
compuestos alimenticios. En el modelo CROPGRO-Bean (Tsuji et al.,

1994), uno de los mas difundidos a nivel mundial para simular el crem-
miento de caraota, a partir del indice de 4rea foliar (IAF), se estima
fotosintesis y rendimiento final. Alin cuando en el mundo los modelos de
simulacion son utilizados con éxito como herramientas predictivas de la
adaptabilidad de cultivos a diferentes ambientes (Boote et al., 1996, 2001;
Egli y Bruening, 1992; Jame y Cutforth, 1996; Pedersen y Lauer, 2002;
Rosenzweig e Iglesias, 1998; Ruiz-Nogueira et al., 2001; Villalobos y
Retana, 2004), en Venezuela, para el cultivo de caraota la carencia de
informacion de AF de buena calidad limita el uso de esta herramienta.

Ademas, en los modelos mecanicistas de cultivos, el AF es una variable
de importancia principal para el modelaje de los mecanismos de inter-
cambio de agua y energia que ayuda a comprender las interacciones
cultivo-ambiente (Barradas et al., 1999; Dapaah et al., 2000; Gomes et
al., 2000; Jesus et al., 2001; Lleth y Reynolds 1984; Tsubo y Walker,
2002) En los estudlos clas1cos de anélisis de crecimiento, el AF, junto
con variables de peso seco de biomasa, nimero de nudos y ramas, y
altura de tallos, puede ser utilizada para describir un resumen de los
procesos ﬁs1ologlcos principales del cultivo y para calcular otros indices
derivados como IAF intensidad de crecimiento relativo (ICR) y area
foliar especifica (AFE), entre otros.

Dentro de una misma especie las diferentes variedades, razas, cultivares
o genotipos pueden exhibir variaciones significativas en su capacidad
para interceptar la radiacion solar porque ello depende de la magnitud
del AF, del arreglo espacial de las hojas y de la evolucion de los estadios
fenoldgicos, es decir de los cambios fisiologicos y morfologicos por los
que atraviesa la planta durante su ciclo ontogenético (Boote et al., 2001;
Singh, 1991 y White, 1985).

Por ser Venezuela un importante centro de diversificacion de genotipos
del género Phaseolus, en el territorio nacional se encuentran diversos
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materiales promisorios que requieren ser caracterizados en cuanto a la
dinamica de su AF y capacidad productiva (Gutiérrez et al., 2004; Solano,
2005). En consecuencia, actualmente se estan realizando investigaciones
con genotipos locales colectados por investigadores del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIA) en varias localidades de Vene-
zuela. Igualmente, se conducen evaluaciones agrondmicas de estos
materiales con fines de identificar individuos sobresalientes para su uso
directo por los agricultores.

Estos estudios forman parte de varios proyectos mas amplios relacionados
con la evaluacion agrondmica de genotipos del género Phaseolus, para los
cuales no existen antecedentes de cuantificacion del AF y rendimientos.
Se pretende por tanto generar informacion de campo, bajo condiciones
de crecimiento dptimo y que retina los requisitos para ser utilizada como
informacion de referencia para el modelo CROPGRO-Bean, que permita:
a) caracterizar y sefialar el AF de seis genotipos durante cinco estadios
significativos de desarrollo; b) determinar y evaluar las variables compo-
nentes del AF; ¢) determinar rendimiento; d) estudiar las relaciones y
correlaciones entre AF, componentes del AF y rendimiento.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos a salida de lluvias con riego suplementario, en
dos localidades, Maracay (MCY), estado Aragua y Saman Mocho
(SM), estado Carabobo, en ambos casos en estaciones experimentales
pertenecientes a la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela. En MCY, se sembro el 16 de noviembre del afio 2001 en el
Campo Experimental del Instituto de Agronomia (10° 15’ latitud norte y
67° 36’ longitud oeste, altitud 447 m.s.n.m.) y se cosecho6 el 31 de enero
de 2002. En SM, la siembra se realiz6 el 1 de noviembre del mismo afio
en la Estacion Experimental Saman Mocho (10° 05’ 58 latitud norte y
67° 51 40” longitud oeste, altitud 425 m.s.n.m.) y la cosecha el 3 y 11
de enero de 2002.

Caracteristicas Edafoclimaticas
En MCY los suelos son de origen aluvial, franco arenosos a francos

arcillo-limosos, heterogéneos; Tortoza (1997) los clasifica como
Fluventic Ustropepts, limosa,gruesa, mixta isohipertérmica. En SM
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son de origen lacustrino, calcareos con alto contenido de carbonato de
calcio y permeabilidad y drenaje interno rapido, con predominio de las
familias Typic Ustifluvents francosa gruesa carbonatica isohipertermica
y Mollic Ustifluvents francosa gruesa mixta isohipertermica (Borges et
al., 1982). Ambos campos experimentales se ubican dentro de la cuenca
del Lago de Valencia.

De acuerdo a los resultados de los analisis de muestras de suelos,
¢éstos mostraron pH de alcalinidad ligera (6,48 en MCY y 6,95 en SM),
contenidos de fosforo, potasio y bases intercambiables de calcio y mag-
nesio altos y contenidos de hierro, cobre, zinc y manganeso bajos a muy
bajos. En MCY la textura del suelo fue franco con bajo contenido de
materia organica y nitrogeno, y en SM franco-limosa con alto contenido
de materia organica y nitrogeno.

Las dos localidades se clasifican dentro de la zona de vida (Ewel et
al., 1976) de bosque seco premontano en transicion con los bosques
muy seco y seco del piso tropical, los cuales presentan precipitacion
promedio anual comprendida entre 850 y 1 000 mm, distribuidas en
dos estaciones bien definidas y época seca que se ubica en general entre
diciembre a marzo. Las temperaturas medias anuales oscilan entre 24
y 26 °C. Durante los ciclos de cultivo, las temperaturas maximas pro-
medio estuvieron entre 31 y 32 °C, las minimas entre 19 y 20 °C, la
radiacion entre 16 y 18 MJ m?2, el fotoperiodo promedio alrededor de
11 h y la precipitacion total entre 79 y 84 mm.

Material Vegetal

Se utilizaron cinco genotipos promisorios del género Phaseolus y la
variedad comercial Magdaleno como testigo. Todos son de habito de
crecimiento indeterminado (Colmenares, 2004) y semilla de color negro.
Los genotipos promisorios representan selecciones de materiales recolec-
tados o adquiridos en diferentes regiones del pais? y fueron suministrados
por el INIA.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio de bloques al azar con 3 repeticiones. Cada uni-
dad experimental (UE) estuvo estructurada por cuatro hilos de 6 m de

2 Delis Pérez y Margaret Gutiérrez, INIA.2001. Comunicacion personal.
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longitud, separados a 0,60 m y area total de 14,4 m?. Los hilos 1 y 3 de
cada UE asi como el siguiente hilo de la parcela contigua constituyeron
los hilos de bordura. En el hilo 2 se realizaron muestreos secuenciales
destructivos para evaluaciones de AF, tomando tres plantas para
cada muestreo, y dejando 0,5 m de bordura en los extremos del
hilo y 10 plantas de bordura sobre el hilo, entre un muestreo y el otro.
Se estim6 rendimiento a partir del hilo 4. El area total aproximada del
ensayo fue 317 m?.

Se determind AF en 5 estadios de desarrollo fenolégico (Garcia, 1996;
Warnock y Lizaso, 1995): El estadio V5 ocurre cuando el 50% de las
plantas presenta 5 nudos en el tallo principal; R1 cuando el 50% de las
plantas presenta una flor en cualquier nudo del tallo principal (inicio de
floracion); R4 cuando el 50% de las plantas posee una vaina > 2 cm de
longitud en cualquiera de los nudos del tallo principal (plena formacion
de vainas); R6 cuando el 50% de las plantas contiene granos de tamafio
normal en cualquiera de los nudos del tallo principal (plena formacion
de semillas) y R7 cuando el 50% de las plantas presenta vainas en
amarillamiento y el 50% de las hojas amarillas (inicio de maduracion o
madurez fisiologica).

Manejo de los Experimentos

Se mantuvieron las condiciones Optimas para que se manifestara el
crecimiento y desarrollo potencial de los genotipos evaluados. En tal
sentido, se controlaron competidores bioticos y todos los demas factores
como agua y nutrimentos que pudieran suscitar estrés a las plantas.
Se prepararon los suelos con 3 pases de rastra y surcado a 0,60 m. La
siembra se realizo en forma manual, haciendo orificios sobre un lado de
los camellones, con una separacion de 0,07 m entre punto y 2 semillas
por punto. Se entresacd dejando la poblacion de 238 095 plantas por
hectarea (pl ha!).

En MCY se reg6 por gravedad y en SM por aspersion con frecuencia de
riego de acuerdo a la precipitacion de cada localidad y las necesidades
hidricas del cultivo. Se fertilizo en bandas a chorro corrido e incorporado,
14 dias después de la siembra (DDS) en MCY y 8 DDS en SM, con
Nitrofoska 12-12-16/2 a razon de 400 kg ha' (144 g por hilera).
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Variables Evaluadas

Se midié el AF mediante un lector 6ptico marca LI-COR, modelo
LI-3000A. Para cada foliolo de cada planta se registraron las variables
siguientes: longitud medida por la nervadura central (cm), ancho promedio
(cm), ancho maximo (cm) y area (cm?). Las variables determinadas por
planta fueron: nimero de foliolos totales, promedio de las longitudes
de foliolos (cm), promedio de los anchos promedio de foliolos (cm),
promedio de los anchos maximos de foliolos (cm) y area total (cm?).

Para determinar {AF (m? m?) se transformé el area total por planta en
cm? a m?y se dividio entre 0,042 m? que representa el area efectiva de
suelo ocupada por cada planta de acuerdo a la poblacion de plantas.

El rendimiento se evaluo en un area efectiva de 3 m?, extrayendo al azar
10 plantas del hilo cuatro y dejando 0,5 m de bordura en los extremos.
Se determind el rendimiento corregido a 12% de humedad mediante la
ecuacion siguiente:

2
Rendimiento [ M9 ) _ [ 10 000 m Pc
ha AEP

AEP = Area efectiva de parcela.
Pc =Peso corregido = Peso de semillas obtenidas en los 3 m? * Factor

de correccion.
H,—H,
Fc=1-| —
100-H,

Fc = Factor de correccion.
H, = Humedad inicial del grano al momento de la cosecha.
H, = Humedad final del grano corregida al 12%.

Anélisis Estadisticos
Se aplico el programa para analisis estadistico Statistical Analysis System

(Littell et al., 1991) a fin de evaluar la homogeneidad de varianzas de
los errores entre las dos localidades (Prueba de Bartlett); la existencia de
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diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos (analisis de
varianza; ANAVAR); y finalmente para evaluar cudles genotipos fueron
los responsables de las diferencias en cuanto al comportamiento del AF
o diferencias entre medias (Prueba de Rangos Multiples de Duncan;
PRMD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las dos localidades mostraron varianzas desiguales, por
tanto los mismos se discuten en forma separada. Debido a que para el
estadio R7 las plantas no presentaron hojas verdes, ese estadio se omite
en la presentacion y discusion de los resultados.

Dinamica del Area Foliar (cm) por Planta e IAF

Para la localidad MCY, los resultados del ANAVAR para R1 mostraron
diferencias altamente significativas entre los valores de AF de los geno-
tipos y para R4 diferencias significativas en R4; mientras que para SM se
encontro alta significacion en V5 y significacion en R1. Los coeficientes
de variacion alcanzaron valores cercanos a 30% para ambas localidades,
lo cual indica 70% de confiabilidad de los datos experimentales. El valor
de este coeficiente depende en gran medida del tipo de experimento,
del cultivo y de la variable medida. Para AF en caraota, no existen
antecedentes en la literatura que puedan ser usados como referencia de
comparacion.

En el Cuadro 1 se presentan los valores de AF medidos y la agrupacion
de medias de acuerdo a PRMD. Para MCY en el estadio R1 se observo
la formacion de dos grupos claramente diferenciados. En el grupo a se
ubicaron los materiales que obtuvieron los valores mas altos, los cuales
fueron todos excepto el genotipo Magdaleno usado como testigo. Dentro
de este grupo se destacan los genotipos DP-02-98-007, MGM-03-99-06
y AM-03-00-06 por sus mayores valores. En el estadio R4 se observo la
formacion de cuatro grupos.

Los valores mas altos fueron alcanzados por los genotipos DP-02-98-10,
MEM-01-00-16 y AM-03-00-06. En SM, en forma general, los genotipos
alcanzaron valores mayores de AF en comparacion con los obtenidos en
la localidad de MCY; en V5 el mayor valor lo tuvo DP-01-98-007 y
en R1 los genotipos MEM-01-00-16, MGM-03-99-06, DP-02-98-10
y DP-01-98-007. En el estadio R6, los genotipos DP-01-98-007 y
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MEM-01-00-16 mostraron valores de AF claramente superiores, aunque
éstos no se diferenciaron del resto de los materiales en forma signifi-
cativa de acuerdo a los resultados del ANAVAR y PRMD, probablemente
debido a los altos valores de los coeficientes de variacion mencionados
antes (34,23% en R6). En todos los casos, el genotipo Magdaleno tuvo
los menores valores de AF.

CUADRO 1. Area foliar (cm?) total por planta (promedio de nueve
plantas), resultados de prueba de Rango Multiple de
Duncan de PRMD e Indice de Area Foliar (entre parén-
tesis) de seis genotipos de caraota en varios estadios de
desarrollo para dos localidades.

Estadio

Genotipo V5 R1 R4 R6
Localidad Localidad Localidad Localidad
MCY  SM MCY SM MCY SM MCY SM

AM-03  3974ab 379,8c 928,8a 13257ab 18533ab 2137,5a 1256,8b 1856,6a
-00-06 0,95  (0,90) (221) (3.16)  (@4l) (509 (299 (4,42

DP-01-98 554,3ab  775,5a 843,4a 14549a 15049bc 2162,1a 2223,4a 3317.8a

-007 (132)  (1,85) (201) (346)  (3.58) (515  (529)  (7.90)
DP-02-  604,6a  629,0ab 1045,1a 1587,2a 261052 2041,6a 1324,6ab 1891,0a
98-10 (144)  (1,50)  (249)  (3.78)  (622)  (486) (3,15  (4,50)

Magdaleno 269,8c  579.9b 363.3b 914,7b  769,6¢ 1496,8a 1126,3b 21374a
(0,64) (1,38)  (0,87) (2,18) (1,83) (3,56) (2,68) (5,09)

MEM-01- 4334ab 3474c 763,0a 1768,7a 23139ab 2072,1a 1753,4ab 2554.3a
00-16 (1,03)  (0,83) (1.82) (421)  (551)  (493)  (417)  (6,08)

MGM-03- 472,4ab 528,1bc 999,92 1669,7a 1349.4bc 2028,8a 1256,8b 1883,la
99-06 (1,12) (1,26)  (2,38)  (3.,98) (3,21) (4,83) (2,99) (4,48)

Promedio  458.,8 539,9 871,4 1463,6 1733,6 1986,6 15455 22733
(1,09) (1,29)  (2,07) (3,48 (4,13) (4,73) (3,68) (5,41)

*Letras distintas en la columna indican diferencias significativas segiin PRMD al 5%.
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En Maracay el IAF de los genotipos (Cuadro 1, entre paréntesis) oscild
entre un minimo de 0,64 (30 DDS, V5) a un maximo de 6,2 (48 DDS,
R4). En SM, los mismos estadios fueron alcanzados mas temprano,
entre 23 a 57 DDS con valores de IAF entre 0,83 en el estadio Vs (23
DDS) a 7,90 en el estadio R6 (57 DDS). Los valores maximos de IAF,
en promedio, fueron 20% mayores en la localidad de SM que en MCY,
mostrando por tanto mayor potencial de captacion de radiacion solar.

En las Figuras 1 y 2 se muestran las curvas de tendencias del IAF durante
el ciclo del cultivo, utilizando funciones ajustadas de polinomios cuadra-
ticos. Los coeficientes de determinacion (R?) de los modelos ajustados
para las dos localidades, en su mayoria, tuvieron valores superiores a
98%, solo en tres casos mostraron valores en el rango de 86 a 90%. La
evolucion de las tendencias mostro consistencia en ambas localidades
de acuerdo a los genotipos. En los genotipos AM-03-00-06, DP-02-98-10,
MEM-01-00-16 y MGM-03-99-06 se observo incremento sostenido
del AF desde V5 hasta R4 y luego disminucion en el estadio R6 para
ambas localidades. En cambio los genotipos DP-01-98-007 y Magdaleno
continuaron mostrando incrementos del AF hasta el ultimo estadio mues-
treado (R6). Esto indica, para estos ultimos genotipos, mayor grado de
crecimiento de tipo indeterminado que continua manifestandose en incre-
mentos de AF incluso durante el estadio de plena formacion de granos.

Los valores de IAF sefialados en este trabajo se encuentran en confor-
midad con los rangos de valores de [AF sefialados por la literatura para
P. vulgaris en general, manejado de acuerdo al sistema de monocultivo.
Jesus et al. (2001) midieron el [AF de la variedad Carioca de caraota
durante 32 a 73 DDS, encontrando valores de TAF entre cero a cinco.
Barradas et al. (1999) y Santos et al. (2003) mostraron valores de IAF
en caraota durante su ciclo, que oscilaron entre 0,26 a 5,2. En el presente
estudio se evaluaron genotipos sin antecedentes previos, cuyos valores
de TAF en algunos casos como el de DP-01-98-007, DP-02-98-10 y
MEM-01-00-16 fueron ligeramente mayores a 5, el tope indicado en la
literatura (Barradas et al., 1999; Jesus et al., 2001; Santos et al., 2003);
lo cual puede atribuirse al genotipo de los materiales y manejo de los
experimentos.

Numero de Foliolos Totales por Planta

No se encontr6 significacion para esta variable en la localidad MCY,
mientras que en SM, el numero de foliolos totales por planta fue altamente
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significativo en el estadio vegetativo V5 y no significativo en los estadios
posteriores. Para ambas localidades, los valores de los coeficientes de
variacion oscilaron entre 20 y 30%, los cuales se manifiestan como un
poco altos y podrian estar influyendo en la incapacidad del ANAVAR para
detectar significacion estadistica en algunos estadios, debido a que s6lo
se uso tres repeticiones y una sola hilera de muestreo. Sin embargo, en
MCY en los estadios R1y R4 se destacaron los genotipos AM-03-00-06,
DP-02-98-10, MEM-01-00-16 y MGM-03-99-06. Para SM, en el estadio
V5, PRMD (Cuadro 2) mostr6 la formacion de 2 grupos.
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FIGURA1.  Curvas de tendencias del indice de Area Foliar durante
el ciclo de crecimiento para seis genotipos de caraota
en la localidad de Maracay (MCY).
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Curvas de tendencias del Indice de Area Foliar durante

el ciclo de crecimiento para seis genotipos de caraota
en la localidad de Saman Mocho (SM).

En el grupo a se ubicaron los materiales con valores estadisticos mas
altos los cuales fueron DP-01-98-007, Magdaleno y DP-02-98-10.
Para el resto de los estadios, s6lo en R1 se presenta una aparente
diferenciacion numérica de grupos, puesto que el ANAVAR no detectod
diferencias estadisticas entre las medias. El genotipo MEM-01-00-16
ocup6 el grupo con mayor nimero de foliolos totales por planta para
dicho estadio y continu6 produciendo mayor cantidad de hojas hasta
el tltimo muestreo.

Los datos del Cuadro 2 permiten discutir varios aspectos de la dindmica
del numero de foliolos totales por planta durante el ciclo de crecimiento
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del cultivo. En ambas localidades, todos los genotipos, unos con mayor
intensidad que otros continuaron produciendo hojas en términos de
emision de nuevos foliolos, después de terminada la fase vegetativa de
crecimiento, aunque unos con mayor intensidad que otros. Este es un
caracter diferenciador de los habitos de crecimiento indeterminados que
exhiben dichos genotipos. Ademas, se puede observar que los mismos
no evolucionaron de manera similar durante el ciclo, es decir algunos
alcanzaron su maxima produccién de hojas antes que otros.

En MCY, s6lo Magdaleno y DP-01-98-007 continuaron emitiendo nuevos
foliolos hasta el ultimo estadio de muestreo lo cual concuerda con los
aumentos de [AF siempre crecientes que exhibieron estos materiales ya
discutidos en la Figura 1. En SM todos los genotipos, excepto AM-03-
00-06, mantuvieron un incremento en la produccion de hojas hasta el
estadio final de muestreo, R6. Los materiales que alcanzaron su tope de
emision de foliolos antes de R6, lo hicieron en la etapa R4, la cual presentd
el mayor niimero de foliolos promedio para MCY. En la literatura no
se encontraron referencias acerca de esta variable que permitan realizar
comparaciones con los resultados obtenidos en este estudio.

Longitud de Foliolos (cm)

En ambas localidades esta variable present6 alta significacion en el
estadio V5, ademas, en MCY presento diferencias significativas entre
las medias durante el estadio R4 y en SM durante el estadio R1, en los
posteriores estadios no se encontraron diferencias. Los coeficientes de
variacion oscilaron entre 8 y 12%.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados de las pruebas de medias.
En casi todos los casos, el genotipo Magdaleno usado como testigo se
destaco con los foliolos mas cortos. Para MCY, los foliolos mas largos,
en el estadio V5, los obtuvo el genotipo DP-02-98-10 y en el estadio
R4, los genotipos AM-03-00-06 y DP-02-98-10. Para SM, en el estadio
V5 los foliolos mas largos fueron de los genotipos MGM-03-99-06 y
MEM-01-00-16, y en R1 el genotipo DP-01-98-007 obtuvo los valores
estadisticos mas altos o foliolos mas largos. L.a mayor longitud de foliolos
promedio fue alcanzada mas temprano en MCY, en general en el estadio
de 5 nudos, mientras que en SM en el estadio de inicio de floracion. Para
esta variable no se encontraron referencias en la literatura que permitieran
comparar los valores obtenidos.
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Ancho Maximo de Foliolos (cm)

En MCY, el promedio de ancho maximo de foliolos mostré diferencias
significativas en los estadios R4 y R6 (plena formacion de semillas) y
en SM soélo en el estadio R1, en los demas estadios no se encontraron
diferencias significativas. Los coeficientes de variacion fueron relativa-
mente bajos, ubicandose entre 4 y 11%.

Al igual que para promedio de longitud de foliolos, en casi todos los
casos el genotipo Magdaleno tuvo los foliolos mas angostos. En las dos
localidades, los genotipos DP-01-98-007 y DP-02-98-10 se distinguieron
dentro del grupo con foliolos mas anchos. Los genotipos MEM-01-00-16
y AM-03-00-06 también alcanzaron valores altos de ancho maximo de
foliolos en MCY, durante el estadio R4.

En cuanto a la dindmica de la variable durante el ciclo de crecimiento del
cultivo, en MCY los maximos valores promedios fueron alcanzados por
los materiales en el estadio V5 y los minimos valores en el estadio R4.

En SM, el promedio de ancho méximo de foliolos vari6 poco a lo largo
del ciclo, siendo R1 el estadio en el cual todos los materiales arrojaron
valores mas bajos; no obstante, en esta localidad los materiales mostraron
tendencia a desarrollar foliolos mas anchos hacia los estadios finales R4
y R6. A medida que aumenta el ancho de los foliolos en los diferentes
estadios de desarrollo, la planta tendrd una mayor capacidad de interceptar
radiacion solar y como consecuencia un mayor proceso de fotosintesis. Al
igual que para las variables anteriores, los trabajos previos de medicion
de ancho maximo de foliolos en los genotipos de caraota no existen.

Correlaciones

En el Cuadro 3 se muestran los valores de las correlaciones simples mas
sobresalientes entre el AF por planta y las otras variables foliares medidas
en este trabajo, utilizando en conjunto los datos de las dos localidades.
En todos los casos las correlaciones fueron altas, iguales o superiores a
85%. Para todos los genotipos evaluados la variable que presenté mayor
correlacion (99%) con el area fue el ancho promedio de foliolos, ademas
en el caso de MEM-01-00-16, la variable longitud de foliolos mostro
también el valor mas alto (99%). En la practica, las mediciones manuales
de ancho promedio de foliolos son laboriosas y exigentes en cuanto a
horas de trabajo, y si se hacen con instrumentos dpticos requieren equipos
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mas sofisticados y costosos, por ello seria deseable encontrar alguna
variable sustitutiva para estimar AF que presente una buena correlacion y
que en la practica sea mas expedita manteniendo una adecuada precision.

CUADRO 3. Correlaciones entre area foliar total por planta (cm?) y
varios componentes del area foliar para seis genotipos

de caraota.
Ancho Ancho

. . Longitud Promedio Maximo

Genotipo Foliolos Foliolos Foliolos Foliolos
(cm) (cm) (cm)
AM-03-00-06 0,97 0,97 0,99 0,97
DP-01-98-007 0,85 0,88 0,92 0,89
DP-02-98-10 0,92 0,94 0,97 0,93
Magdaleno 0,92 0,95 0,97 0,95
MEM-01-00-16 0,97 0,99 0,99 0,97
MGM-03-99-06 0,90 0,96 0,99 0,94

La literatura presenta algunas alternativas de relaciones empiricas entre
el AF y otras variables relacionadas que permiten estimar AF utilizando
una ecuacion de regresion. Jesus et al. (2001) en Brasil emplearon el
ancho maximo del foliolo central para estimar el AF de plantas de caraota
variedad Carioca, con buenos resultados. Lieth y Reynolds (1984) en
cambio en Carolina del Norte, Estados Unidos, para la variedad Bush
Blue Lake 290, encontraron altas correlaciones entre longitud de foliolo
y AF, lo cual aprovecharon para construir ecuaciones de regresion con
altos coeficientes de determinacion (R?>0,99). En este estudio las corre-
laciones entre variables difirieron de acuerdo al genotipo: para AM-03-
00-06 el nimero, longitud, y ancho maximo de foliolos tuvieron altas
correlaciones (0,97) por lo que cualquiera de éstos pudiera servir para
estimaciones de AF; para DP-01-98-007 la mejor correlacion después del
ancho promedio de foliolos se obtuvo con el ancho méaximo de foliolos;
para DP-02-98-10, MEM-01-00-16 y MGM-03-99-06 con longitud de
foliolos; para Magdaleno longitud de foliolos y ancho méaximo de foliolos.
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Rendimiento (Mg ha)

En la Figura 3 se exhiben los rendimientos de los genotipos en las
dos localidades. Los rendimientos promedio de SM superaron por
0,6 Mg ha'los de MCY, lo que equivale a 50% mas de granos en SM.
Todos los genotipos, excepto AM-03-00-06, presentaron rendimientos
mas altos en SM. Los rendimientos mas altos de SM concuerdan con

los valores mas altos de [AF y los suelos mas ricos en materia organica
de dicha localidad.

2,57 Saman Mocho

201 Maracay Promedio SM

a Promedio General

Promedio MCY

Rendimiento (Mg ha?)

0,57

0,0

Genotipos

Oam O ppror B ppr-02 Bl Magdaleno EIMEM El MGM

FIGURA3. Rendimientos de seis genotipos de caraota en Maracay
(MCY) y Saman Mocho (SM).
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En MCY no se encontraron diferencias significativas entre los rendi-
mientos de los genotipos, no obstante AM-03-00-06 se destaco del resto
con el rendimiento mas alto de 1,7 Mg ha!. En SM, el ANAVAR detecto
diferencias de rendimiento entre los tratamientos al nivel de 1%.

La PRMD muestra la formacion de cuatro grupos. En el primer grupo
se ubico el genotipo MEM-01-00-16 el cual obtuvo el mayor valor de
rendimiento (2,3 Mg ha'), mientras que en el cuarto grupo se ubic6 el
genotipo DP-02-98-10 el cual present6 el menor valor de rendimiento.
En la Figura 3 también se presenta la comparacion de los rendimientos
entre siy con los promedios locales y general. Los rendimientos obtenidos
en este trabajo se ubican dentro del rango general presentando para el
cultivo de caraota en Venezuela (Garcia, 1996).

Al relacionar las diferentes variables estudiadas en este trabajo se nota
que los genotipos MEM-01-00-16 y AM-03-00-06 que fueron los que
alcanzaron los mayores rendimientos finales, también se destacaron a lo
largo del ciclo del cultivo con valores altos de nimero de foliolos totales
por planta, longitud de foliolos, ancho méaximo de foliolos y AF.

CONCLUSIONES

- La metodologia de campo utilizada permiti¢ la obtencion de un
conjunto de datos de AF confiables y representativos de los genotipos
evaluados.

- Los genotipos DP-01-98-007 y Magdaleno tuvieron mayor grado de
crecimiento indeterminado en ambas localidades, el cual se manifesto
por un continuo incremento del AF hasta en el estadio de plena
formacion de granos.

- El'ntmero, longitud y ancho méaximo de foliolos, por sus altas corre-
laciones con AF, pueden ser utilizadas para estimaciones de AF
mediante el procedimiento de** regresion lineal.

- En la localidad SM, las variables componentes del AF y los rendi-
mientos (50%) fueron superiores que en MCY.

- Los genotipos MEM-01-00-16 en SM y AM-03-00-06 en MCY
alcanzaron los mayores rendimientos finales y también se destacaron
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alo largo del ciclo del cultivo con valores altos de numero de foliolos
totales por planta, longitud de foliolos, ancho maximo de foliolos y
AF, en cambio el genotipo usado como testigo, Magdalena, ocupd
los valores mas bajos.
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FUENTE DEL FOSFORO ABSORBIDO
Y EFECTIVIDAD AGRONOMICA RELATIVA
EN EL MAIZ EN UN ULTISOL
DEL ESTADO COJEDES, VENEZUELA!

Ana Salas*, Carmen Rivero* y Eduardo Casanova*

RESUMEN

Los fertilizantes fosfatados de mediana solubilidad producidos a partir de roca fosforica
Riecito (RFR) constituyen una alternativa para satisfacer los requerimientos de P de
cultivos anuales en el pais. La presencia simultdnea de formas solubles e insolubles
de P en dichos fertilizantes plantea una posible interaccion la cual podria mejorar la
utilizacion del P contenido en la RF. Con el propdsito de evaluar esta interaccion, se
emplearon técnicas isotopicas (**P) a fin de determinar la procedencia del P absorbido
por el maiz, Zea mays L., y efectividad agrondmica relativa (EAR) en mezclas de
superfosfato triple (SFT) y RFR a nivel de invernadero. Las cantidades de P absorbido
provenientes del suelo (Pdsuelo), la roca fosforica (Pdfr) y el superfosfato triple (Pdff)
en mezclas RFR+SFT fueron comparadas con la absorcion de P proveniente de las
fuentes aplicadas solas. Los resultados indicaron que la EAR promedio de la mezcla
RFR+SFT (72%) fue significativamente superior (P<0,01) al valor obtenido para la RFR
(53%), lo cual se atribuy6 a una mayor absorcion de P proveniente de la mezcla. Valores
constantes de Pdfs para la RFR y la mezcla RFR+SFT indicaron que la presencia de P
soluble en la mezcla no increment6 la utilizacion de P del suelo. La fuente soluble por
el contrario, produjo una disminucion del Pdfr (P<0,05) en la mezcla, lo cual indica una
menor utilizacion de la RFR cuando la misma es mezclada con una fuente soluble. No
hubo evidencias de mayor solubilizacién y/o utilizacién de la roca como resultado de
su combinacion con SFT. Estos resultados sugieren que la efectividad de la mezcla, en
comparacion con la RF sola (RFs), estaria mas vinculada a una mayor utilizacion de la
fuente soluble o una mejora de la disponibilidad de calcio en el suelo.

Palabras Clave: Fertilizantes fosfatados parcialmente solubles; roca fosforica
riecito (RFR); superfosfato triple (SFT); mezcla RFR+SFT; técnicas isotopicas
(32P)_
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SOURCE OF ABSORBED PHOSPHORUS AND RELATIVE
AGRONOMIC EFFECTIVENESS IN MAIZE GROWING
ON AN ULTISOL OF COJEDES STATE, VENEZUELA

Ana Salas*, Carmen Rivero* y Eduardo Casanova*

SUMMARY

Partially soluble phosphate fertilizers manufactured from Riecito phosphate rock
(RFR) constitute an alternative to meet P demands of annual crops in Venezuela.
The presence of soluble and unsoluble forms of P in such fertilizers has suggested
a positive interaction that could increase P utilization of the RFR by the crops.
To evaluate this interaction, a greenhouse experiment was carried out with the
aid of isotopic techniques (**P) in order to determine the relative agronomic
effectiveness (EAR) and the source of P taken up by maize, Zea mays L., in
mixtures of RFR and triple superphosphate (SFT). The amount of P taken up by
the plant derived from the soil (Pdfs), the phosphate rock (Pdfr) and the triple
super phosphate (Pdff) in the mixture RFR+SFT was compared with the amount
of P coming from the P sources applied alone. Results indicated a significantly
higher EAR (P<0.01) for the mixture RFR+SFT (72%) as compared with the
value given by the RFR (53%) which was due to an increase in the amount of P
taken up from the mixture. Relatively constant values of Pdfs for the RFR and
RFR+SFT treatments suggested that the presence of soluble P in the mixture
did not increase the P utilization from the soil. On the contrary, the presence
of a soluble form in the mixture significantly decreased the P utilization of the
RFR as indicated by the Pdfr results. Thus, there was no evidence of a higher
solubilization and/or P utilization of the RFR resulting from its combination with
the SFT. These results suggest that the effectiveness of the mixture RFR+SFT,
in comparison with the RFR applied alone, might be better associated with an
improvement in the utilization of the soluble P form and/or an increase in the
soil’s Ca availability.

Key Words: Partially soluble phosphate fertilizers; riecito rock phosphate (RR);
triple superphosphate (TSP); mixture of RR and TSP; isotopic techniques (*2P).
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INTRODUCCION

La disolucién de la roca fosforica (RF) parcialmente acidulada ha sido
estrechamente vinculada con la calidad de la RF empleada en su fabri-
cacion (Chien y Menon, 1995) y a la presencia de minerales accesorios,
como calcita y dolomita, que reducen significativamente la eficiencia
de acidulacion (Salas, 1989); contenidos de 6xidos de Fe superiores a
1,9% (Menon et al., 1995; Prochnow et al., 1997); presencia de residuos
insolubles debido a una disolucion preferencial de los componentes mas
reactivos del apatito; formacion de fosfatos insolubles de Fe-Al-Mg y
complejos con floruros durante el proceso de acidulacion (Di etal., 1994
y Condron et al., 1994).

Estos fertilizantes fosfatados de mediana solubilidad contienen formas
solubles e insolubles de fosforo y ello ha sugerido la existencia de
una inte-raccion positiva entre dichas formas de P, la cual podria ser
responsable en parte, por el incremento en efectividad observada en
estos fertilizantes en comparacion con las RF solas. Trabajos previos
han sugerido que la presencia de la fuente soluble estimularia un desa-
rrollo de las raices que permitiria una mayor utilizacion de la porcion
insoluble contenida en la roca (Chien y Hammond, 1988; Rajan y
Watkinson, 1992). La interaccion positiva entre ambas formas de P
ha sido igualmente atribuida a una solubilizacion adicional de la roca
como consecuencia de su reaccion con los protones producidos durante
la hidrolisis del fosfato monocalcico presente en el superfosfato triple
(Monkwunye y Chien, 1980).

Estos mecanismos de interaccion han permanecido como hipotesis de
trabajo dada la dificultad de las técnicas convencionales para identificar
y cuantificar la procedencia del P utilizado por la planta. Por otra parte,
trabajos conducidos con la ayuda de técnicas isotopicas (*P) han arrojado
conclusiones diferentes en cuanto a los posibles mecanismos partici-
pantes. Chien et al., (1996) por ejemplo, encontraron una mayor utili-
zacion de P proveniente de la RF Florida Central cuando dicha roca se
mezclo con superfosfato triple (SFT), lo cual atribuyeron a un estimulo
en el desarrollo radical. Xiong et al. (1996) por su parte, no observaron
incremento alguno al usar una mezcla similar, pero si detectaron una
mayor utilizacion del SFT, por lo cual sugirieron que la RF es capaz de
mejorar la disponibilidad de P de la fuente soluble o por lo menos su
eficiencia de uso.
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El presente trabajo tuvo como objetivo principal la evaluacion, mediante
técnicas isotopicas, de la utilizacion del P proveniente de la RF y el SFT
en mezclas de ambas fuentes aplicadas en un suelo acido bajo condiciones
de invernadero y usando el maiz como cultivo indicador.

MATERIALES Y METODOS

El suelo utilizado forma parte del horizonte superficial (0-15 cm) de un
Typic Paleustult situado 7 km al norte de la localidad de El Pao, estado
Cojedes, Venezuela, en una zona agroecologica de bosque seco tropical.
El suelo fue secado al aire y tamizado para obtener un tamafio de agre-
gados de 4 mm. Las principales caracteristicas del suelo se muestran en
el Cuadro 1.

CUADRO 1. Caracteristicas del suelo utilizado en el experimento.

Caracteristica Resultado
Clasificacion taxondmica Typic Paleustult
Textura: Franco arenoso
Arcilla (%) 12
Arena (%) 70
Limo (%) 18
pH (1:1, suelo: agua) 4,8
C organico total, gC kg 8,7
Pi extraido con resina, pugP g 0,5
P extraido con Bray II, pgP g 7.8
P Total, ugP g 285

P adsorbido obtenido mediante

isotermas de adsorcion a, pugP g! 40
Capacidad de intercambio cationico,

NH,AcO pH 5,0, cmolckg 5,8
Al intercambiable en KCl, cmolckg™ 0,7

2P adsorbido requerido para mantener una concentracion de P en solucion de 0,2 ugP ml”, obtenido
mediante isotermas de adsorcion de acuerdo al método de Fox y Kamprath (1970).
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Roca fosforica

Se uso la la RFR en su condicion natural, ésta provino del yacimiento
ubicado en la region centro-costera del estado Falcon. La composicion
quimica de esta roca molida a una granulometria <0,150 mm es la
siguiente: PO, 27,1%, CaO 38,3%, MgO 0,11; AL,O, 3,91% y Fe,O,
1,42% (Fayard y Truong, 1990; Casanova, 1993). La misma es clasificada
como una roca de alta reactividad con solubilidades en citrato de amonio
(pH 7), 4cido citrico 2% y acido formico 2% de: 11, 53 y 56% del P
total, respectivamente (Zapata y Salas, 1991; Fayard y Truong, 1990).
La longitud del eje cristalografico de la francolita contenida en dicha
roca es 9,386 A (McClellan et al., 1982). La RFR finamente molida
(100% < 0,15 mm) fue usada como fuente para aplicacion directa en la
mezcla y como fuente para producir SFT en el laboratorio.

Superfosfato triple

Para la preparacion del SFT en el laboratorio se us6 RFR molida y acido
fosforico grado reactivo (85%). La cantidad de acido fosforico requerida
se calculd basado en la estequiometria de la reaccion de acidulacion y la
composicion quimica de la roca. La acidulacion se efectué mediante el
procedimiento establecido por el International Fertilizer Development
Center, el cual ha sido utilizado previamente a escala laboratorio para
produccion de fertilizantes fosfatados de mediana solubilidad a partir de
rocas venezolanas (Salas, 1989).

Se us6 un tiempo de curado de 1,5 semanas para asegurar la completa
solubilizaciéon de la RF. La fuente de SFT fue empleada en dos moda-
lidades: no marcado y marcado con **P. En el segundo caso, se uso el
procedimiento ya descrito, s6lo que el acido fosforico empleado en la
acidulacion contenia *?P. El acido fosforico marcado se prepar6 al agregar
una solucion de **P al acido fosforico requerido para la acidulacion, la
solucion se mantuvo en agitacion continua por 10 horas para favorecer
el intercambio isotdpico.

La cantidad de *’P agregada para el marcaje fue estimada para producir
un SFT con una actividad especifica aproximada de 50 MBq g P al
momento de la siembra. Al final del periodo de curado, tanto el SFT
marcado como el no marcado fueron secados en estufa a 60 °C por 48 h,
luego de lo cual el material fue molido manualmente en un mortero de
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agata. Una muestra de SFT marcado seco se utilizo para la determinacion
de la actividad especifica mediante analisis de *P y P total en el fertili-
zante. La actividad del **P fue determinada en un contador de centelleo
liquido con uso del efecto Cerenkov. Los analisis de P total en el SFT
marcado y no marcado se efectuaron colorimétricamente, método de
Murphy y Riley (1962), después de digerir muestras de los fertilizantes
con HCIO,-HNO, concentrado.

Experimento de invernadero

Se utilizaron técnicas isotopicas a objeto de identificar y cuantificar la
procedencia del P absorbido por el maiz, Zea mays L., después de la
incorporacion conjunta de RFR y SFT. El procedimiento basico empleado
ha sido previamente descrito por Zapata y Axmann (1995), preparando
una solucion que contenia *?P y *'P en proporciones tales que 50 mL de
la misma aportara 7,4 MBq de 3?P y una dosis equivalente de portador
(*'P) de 5 mgP kg en la forma de KH,PO,. Esta solucién marcada con **P
contenia una actividad de 0,148 MBq mL"'. En el experimento en potes
de 2 kg de suelo se establecieron cuatro tratamientos como se describe
en el Cuadro 2. Las unidades experimentales fueron dispuestas segiin
un disefio de bloques al azar con tres repeticiones.

CUADRO 2. Tratamientos usados en el experimento en potes de
2 kg de suelo y en dosis de P de 0; 12,5; 25; 50 y 100

mgP kg!
Tratamientos Fuentes de P Observaciones
1 Roca Fosforica (RR) + 50 ml de solucién marcada
2 Superfosfato Triple (SFT) + 50 ml de solucion marcada
3 RR + SFT + 50 ml de solucién marcada
(50 % del P total aportado por cada fuente)
4 RR + SFT SFT marcado
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Los nutrimentos fueron incorporados, a los fines de suplir las cantidades
Optimas, bajo las siguientes formas: Nitrogeno (100 mg kg') como
urea, potasio (80 mg kg') como K SO,, magnesio (10 mg kg™') como
MgSO0,, cobre (3 mg kg™') como CuSO,, zinc (6 mg kg™') como ZnSO,
y boro (1 mg kg!) como acido bérico. Se sembraron semillas de maiz
(Hibrido PB-8) en cada pote, dejando tres plantas en cada uno.

Labiomasa aérea fue cosechada siete semanas después de la germinacion,
y secada a 60 °C durante 48 h. El material seco se pes6 y molié usando
un molino Wiley. Muestras de 1 g de material molido fueron calcinadas
a 550 °C durante 4 h. Las cenizas se disolvieron con 10 ml de HNO,
(1:10) y la suspension transferida cuantitativamente a un balon aforado
de 50 ml para analisis de 3'P, **P y Ca.

El P fue determinado colorimétricamente segtin el método de Murphy y
Riley (1962), mientras que el calcio fue determinado por espectroscopia
de absorcion atomica. El analisis de radioactividad (*’P) en el extracto de
planta se realizd mediante un contador de centelleo liquido con uso del
efecto Cerenkov. Las correcciones por background y quenching quimico
se realizaron con el uso de blancos preparados a partir de plantas no
marcadas. La actividad especifica del P absorbido por la planta en cada
tratamiento se calcul6 al dividir la radioactividad total obtenida entre la
cantidad total de P en el extracto de planta.

Las cantidades de P absorbidas por la planta, provenientes de cada una
de las fuentes evaluadas, se calcularon mediante el método de dilucion
isotopica descritos por Zapata y Axmann (1995) y Salas (1995).

La cantidad de P absorbida por la planta proveniente de la RFR en la
mezcla RFR+SFT se obtuvo al restar la cantidad de P derivado del SFT
en la mezcla, obtenido en el tratamiento 4, del P absorbido proveniente
de la mezcla RFR+SFT, obtenido en el tratamiento 3. De igual forma,
se obtuvieron los porcentajes de P absorbido por la planta proveniente
del suelo (%Pdfs), la RFR (%Pdfr) o el SFT (% Pdff); para ello se divi-
dieron las cantidades de P absorbidas provenientes de cada fuente, entre
la cantidad total absorbida por la planta en cada tratamiento.

Los resultados de biomasa aérea para cada una de las fuentes evaluadas
fueron representados a través de modelos de regresion cuadraticos en
los cuales se uso la dosis de P como variable dependiente. Debido a que
la cantidad de P absorbido por la planta, proveniente de las diferentes
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fuentes, presentd un comportamiento lineal, se utilizé un modelo
de regresion lineal con variables dummy a objeto de comparar los
diferentes tratamientos.

Por otra parte, se efectu6 una comparacion de medias para determinadas
combinaciones de fuentes y dosis mediante el uso de la prueba de Tukey
con una probabilidad de 0,05. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
con el programa SAS (1999). La efectividad agronémica relativa (EAR)
también fue calculada isotdpicamente, empleando para ello la absorcion
de P derivado de los diferentes tratamientos, segun la férmula general:

EAR — [Pabsorbldo proveniente del tratmlento}X 100

Pabsorbido proveniente del SFT

Del mismo modo, la EAR fue calculada como la relacion de coeficientes
de regresion lineal obtenidos entre el P absorbido y las dosis de P para
los diferentes tratamientos y el SFT, de acuerdo al método sugerido por
Chien et al. (1990).

Al final del experimento se colectaron muestras de suelo para efectuar
diferentes analisis quimicos. Muestras de suelo hiimedo provenientes de
los tratamientos RFR, RFR+SFT y SFT fueron utilizadas para determinar
pH en agua (1:1) y Al intercambiable extraido con KCI (1N).

RESULTADOS Y DISCUSION

La incorporacion conjunta de RFR y SFT enrelacion 1:1 aument6 signi-
ficativamente, en un 10 %, la materia seca producida en comparacion
a la RFR sola (RFs, Figura 1). Un comportamiento cuadratico para la
respuesta del cultivo a las diferentes dosis de las fuentes sugiere que el
rendimiento maximo potencial estuvo influenciado por la fuente de P
utilizada. Mientras que en el caso de los tratamientos RFR y RFR+SFT
el maximo rendimiento fue alcanzado a partir de la dosis de 50 mgP kg™,
se observo una respuesta creciente para el SFT en el mismo rango. Lo
anterior sugiere una respuesta positiva a la disponibilidad de Py confirma
observaciones previas las cuales destacan la influencia de la solubilidad
de la fuente en el crecimiento temprano y la absorcion de P por el maiz
en suelos altamente deficientes en P (Salas, 1995).
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FIGURA1. Rendimiento en materia seca del maiz en los diferentes
tratamientos evaluados a nivel de invernadero.

La aplicacion de técnicas isotopicas permitio calcular la cantidad total
de P absorbido por el cultivo, proveniente de los diferentes tratamientos
(Figura 2). La absorcion de P para las diferentes dosis evaluadas presento
un comportamiento lineal influenciado por la fuente de fosforo utilizada.
Mientras que no se detectaron diferencias estadisticas entre los coefi-
cientes de regresion lineal obtenidos para el SFT (0,29) y la combinacion
RFR+SFT (0,28); estos valores fueron significativamente superiores
(P<0,001) al valor obtenido para la RFR (0,15). Si se considera cada
dosis de P, en forma aislada, los resultados indican una mayor absorcion
de P proveniente del SFT, en comparacidon con los respectivos valores
de P absorbido proveniente de la RFR sola o la combinaciéon RFR+SFT
(P<0,05). Por otra parte, al expresar la absorcion de P proveniente
de los diferentes tratamientos en términos de efectividad agrono-
mica relativa (EAR; Cuadro 3), se observo, la siguiente secuencia: RFR
<RFR+SFT < SFT, influenciada por la solubilidad de la fuente utilizada.
En este sentido, el tratamiento con menor solubilidad, RFR, mostrd una
EAR promedio de 53%, mientras que la combinacion RFR+SFT obtuvo
un valor intermedio de 72%.
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FIGURA?2. Cantidad de fosforo absorbido por el maiz en los dife-
rentes tratamientos evaluados a nivel de invernadero.

El comportamiento intermedio observado para el tratamiento de incorpo-
racion conjunta de RFR y SFT se explicaria como el resultado de la
incidencia simultanea de varios efectos. Primero, la presencia de una
fraccion soluble del P puede favorecer un desarrollo radical temprano
lo cual promoveria una mayor utilizacion del P disponible.

Resultados similares han sido encontrados por Yao y Barber (1986)
quienes demostraron que la utilizacion de fosfato soluble estimula el
desarrollo de raices a tempranas etapas de crecimiento del maiz. Esta
estimulacion en el desarrollo radical podria no solamente favorecer una
mayor absorcion de fésforo proveniente del suelo, sino que también mejo-
raria la utilizacion de P proveniente de la RF (Chien y Hammond, 1988;
Chienetal., 1996). Un segundo efecto estaria vinculado a la presencia de
minerales accesorios presentes en la RF, tales como calcita y dolomita,
que podrian alterar la disponibilidad de otros nutrimentos, tales como Ca
y Mg (Xiong et al., 1996); asi como, modificar la capacidad de fijacion
del P en el suelo (Mokwunye y Chien, 1980).
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CUADRO 3. Efectividad agronomica relativa (EAR) para las diferentes
dosis y fuentes de P utilizadas en el experimento.

Efectividad agronémica relativa (EAR), %

H -1
Fuentes de P Dosis de P, mgP kg Segtin Chien et al. (1990)
25 50 100
RR 46 a 53 51 51b
RR + SFT 55 72 84 97
SFT 100 100 100 100

*EAR = [ P absorbido por la planta proveniente del tratamiento/ P absorbido por la planta prove-
niente del SFT] * 100.

" EAR calculada como la relacion de coeficientes de regresion lineal obtenidos para el tratamiento
y el SFT, respectivamente.

Finalmente, se ha sugerido que la incorporacion conjunta de SFT y RF
induciria una solubilizacion adicional de la roca debido a la acidificacion
del suelo producida durante la hidrélisis del SFT (Mokwunye y Chien,
1980).

Para evaluar estos efectos mas detalladamente, se determind el origen del
fosforo absorbido por la planta con la ayuda de técnicas isotopicas. Los
porcentajes de P absorbido por la planta proveniente tanto del suelo,
como de las fuentes de P aplicadas solas o en combinaciéon aparecen
en el Cuadro 4. Los resultados indicaron fluctuaciones en el porcentaje
de P derivado del suelo (%Pdfs), sin embargo, la cantidad de P en la
planta proveniente del suelo result6 relativamente constante (entre 8,9
y 11,6 mgP pote™!), independiente de la fuente o dosis de P utilizada.
Estos valores relativamente constantes de P exportado desde el suelo,
los cuales no se diferenciaron del control, 9,1 mgP pote’!, sugieren que
no hubo limitaciones en cuanto a la accesibilidad del sistema radical a
las reservas de P del suelo.

Para evaluar la utilizacion de la fuente insoluble se determind el porcen-
taje de P en la planta proveniente de la RF (%Pdfr) para aplicaciones de
RFsy en combinacioén con SFT (Cuadro 4). En las aplicaciones de RFs,
el porcentaje de P derivado de la RFR fluctud entre 25 y 64%. Como
se esperaba, el porcentaje se incrementd con la dosis de RFR utilizada
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como consecuencia de un aumento en la contribucion de dicha fuente
en la nutricion de la planta. Estos valores son, sin embargo, superiores a
los senalados por Kato et al. (1995) para las RFs de Carolina del Norte
y Togo (10-15%).

Los valores més altos de %Pdfr obtenidos podrian atribuirse a la menor
cantidad de portador utilizada en este estudio (5 mgP kg'), en compa-
racion con la cantidad (25 mgP kg ') usada por Kato et al. (1995), lo cual
posiblemente contribuy6 en este caso, a incrementar la proporcion de
P proveniente de la RF. Ahora bien, es importante sehalar que, dado las
severas limitaciones de P existentes en el suelo bajo estudio, y el efecto
que puede tener la presencia de portador (*'P) sobre la disolucion de las
RF (Khasawneh y Doll, 1978), se prefiri6 utilizar una menor cantidad
de portador.

CUADRO 4. Porcentaje del fosforo total absorbido por el maiz prove-
niente de la roca Riecito (%PdRR), SFT (%PdSFT)
y el suelo (%Pdsuelo), para cada una de las fuentes
evaluadas bajo condiciones de invernadero.

Fuentedep  Dosis de Pdsuelo %Pdsuelo%PdRR  %PdSFT
PmgP kg® mgP pote*
125 89 75 25
RR 25 96 66 34
50 99 48 52
100 92 36 64
125 101 68 32
SFT 25 108 50 50
50 94 35 65
100 105 25 75
25 104 62 13 25
RR+SFT 50 112 47 13 40
100 116 30 16 54
Control 91
HSD 0,05 20
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En relacion a la absorcion de P proveniente de la RF en el tratamiento
de aplicacion conjunta, los resultados (Cuadro 4) revelan que no hubo
incremento en la utilizacion de esta fuente debido a su combinacion con
el SFT. Los valores promedios de %Pdfr, para el tratamiento RFR+SFT
(13, 13y 16%), fueron inferiores a los obtenidos para la RFs (25-64%). Lo
anterior sugiere que la fuente de alta solubilidad en la mezcla es utilizada
en mayor proporcion por el cultivo, lo que disminuyo la participacion
relativa de la RFR.

Por otra parte, estos valores relativamente constantes de porcentaje Pdfr
en el tratamiento RFR+SFT, a pesar de la dosis creciente de P, indican
que los incrementos en la absorcion de P por la planta, se atribuyen
mayoritariamente a la fuente soluble y no a un incremento en la utili-
zacion de la RFR. En efecto, los resultados indicaron que un incremento
en la dosis de P en el tratamiento RFR+SFT provoc6 s6lo un aumento
en la utilizacion del P proveniente del SFT (%Pdff), tal como se observa
en el Cuadro 4, el cual paso de 25% para la dosis 25 mg P kg a 54%
para la dosis de 100 mg P kg!. Esto se corresponde con resultados de
pH los cuales indican cambios significativos solo para la RFR, mientras
que los otros tratamientos no difirieron estadisticamente del control con
pH 4,8 (Cuadro5).

La cantidad absoluta de P absorbido por la planta proveniente de la RFR
(Pdfr) en aplicaciones de RFs o en combinacion RFR+SFT apoyan las
conclusiones anteriores. Al comparar las cantidades de P proveniente
de la RFR (Pdfr) en el tratamiento RFR+SFT con los valores obtenidos
para la RFs, se observo una menor utilizacion (P<0,05) del P de la roca
en el tratamiento RFR+SFT. Por ejemplo, a una misma dosis de RFR
de 25 mg P kg!, la planta utiliz6 5,0 mg P proveniente de la RFR en el
tratamiento RFs, mientras que s6lo utilizé 2,2 mgP de dicha fuente en
la mezcla RFR+SFT. En promedio, hubo una disminucién del 40% en
la cantidad de P absorbido proveniente de la RFR cuando la misma fue
aplicada en combinacion con el SFT. Estos resultados difieren de aquellos
obtenidos por Chien et al. (1996) al usar RF Florida Central en cultivos
de maiz y mani. Estos autores obtuvieron un aumento en la absorcion de
P proveniente de la RF de 165 y 72% para maiz y mani, respectivamente,
en aplicaciones conjuntas de RF y SFT.

El uso de técnicas isotdpicas permitio ademas evaluar el efecto de la

aplicacion conjunta RFR+SFT sobre la utilizacion del P proveniente del
SFT. A diferencia del comportamiento observado para la absorcion de P
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proveniente de la RFR, la aplicacion de RFR+SFT produjo un incremento
significativo en la absorcion de P proveniente del SFT para la dosis mas
alta de SFT (50 mgP kg™). En este caso, la incorporacion conjunta de SFT
y RFR increment6 la absorcion de P proveniente del SFT en un 20%. No
se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos RFR sola 'y
RFR+SFT para las dosis de 12,5 y 25 mgP kg! de SFT.

CUADRO 5. Efecto de las fuentes evaluadas sobre el pH y Al inter-
cambiable medido al final del experimento®.

Tratamiento pH Al intercambiable (cmol kg™)
RFR 5,20 a 0,45b
SFT 4,61b 0,81 a
Control 480b 0,70 a

* Mediciones efectuadas en los tratamientos RR y SFT aplicados a una dosis de 50 mgP kg™

El hecho de que la combinacion de ambas fuentes haya favorecido
relativamente mas la absorcion de P proveniente de la fuente soluble
en comparacion con la fuente insoluble, sugiere que la RFR podria
contribuir a mejorar la disponibilidad de P del SFT o su eficiencia de uso.
Trabajos previos han indicado que aplicaciones de RF pueden mejorar
la disponibilidad de P soluble al reducir la capacidad de fijacion de P del
suelo (Mokwunye y Chien, 1980). A pesar de no existir, en el presente
estudio, diferencias en el pH del suelo entre los tratamientos RFR+SFT
y el control, los resultados indicaron una disminucion significativa del
contenido de Al intercambiable en el suelo para el tratamiento RR+SFT
(Cuadro 5), ello sugiere una posible reduccion de la capacidad de fijacion
de P al combinar RFR con SFT.

El valor agrondmico de las RF de mediana y alta reactividad como
fuentes de calcio ha sido ampliamente reconocido, especialmente en
suelos acidos con alta saturacion de Al ( Hellmuns et al., 1989, Xiong
etal., 1996). En el presente estudio, a pesar de que una cantidad signifi-
cativa de Ca fue incorporada como SFT (12,5 - 50 mg Cakg™), el cultivo
mostrdé una mayor absorcion del elemento en el tratamiento RFR+SFT,
en comparacion con el tratamiento que recibié sélo SFT (Cuadro 6).
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Esta respuesta positiva a una mayor suplencia de Ca en el tratamiento
RFR+SFT hace factible la inferencia de que un mejor estado nutricional
de la planta haya contribuido también a una mejor utilizacion del SFT.

CUADRO 6. Efecto de las fuentes evaluadas sobre la absorcion de
calcio por el maiz.

Tratamiento Cantidad de calcio absorbido (mg pote?)
RFR 32a
SFT 41 a
Control I1b

2 Mediciones efectuadas en los tratamientos RR y SFT aplicados a una dosis de 50 mg P kg

CONCLUSIONES

- Losresultados de este trabajo indican que la incorporacion conjunta
de RFR con SFT indujo una mayor utilizacion del P proveniente del
SFT.

- Se observo una disminucion del 40% en la absorcion de P proveniente
de la RF cuando la misma se combind con el SFT. Un uso preferencial
del SFT por parte del cultivo; asi como, una posible disminucion de la
disolucion de la RF residual, podrian ser algunos de los mecanismos
responsables de este comportamiento.

- Los resultados sugirieron por otra parte, una interaccion positiva
de ambas fuentes en la mezcla RFR+SFT, favorable al uso del SFT,
atribuible a un efecto indirecto asociado a la suplencia de otros
nutrimentos, posiblemente Ca; o a una mejora en la disponibilidad
y absorcion de P de la fuente soluble.

- Una EAR promedio de 72% obtenida mediante técnicas isotopicas
para la mezcla RFR+SFT, destaca el efecto benéfico de la incorpo-
racion conjunta de ambas fuentes.

- La extrapolacion de la presente informacion para representar fertili-
zantes fosfatados parcialmente solubles queda sujeta a estudios mas
especificos en esta area.
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EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CULTIVARES
DE CACAO VENEZOLANOS!

Rosalia Velasquez Salazar*, Yanet Sandrea*,
Carmen Betancourt*, Jonas Mata* y Félix Garcia*

RESUMEN

Los métodos tradicionales de propagacion del cacao, Theobroma cacao L. (vegetativa
y sexual) han sido las técnicas mayormente utilizadas por los productores venezolanos;
sin embargo, estas no han sido las mas favorables, porque se producen plantas con carac-
teristicas agrondmicas indeseables. Actualmente, dentro de las técnicas de cultivo de
tejidos, la embriogénesis somatica parece ser el método mas eficiente de regeneracion y
multiplicacion de clones de cacao. Para ello, se ajust6 un protocolo donde se utilizaron
como explantes organos florales (estaminoidios, pétalos y anteras) y cotiledones inma-
duros de los genotipos Choroni-42, Ocumare-77, Ocumare-61 y Porcelana, induciendo
la formacion de callo con Thidiazuron (TDZ), altas concentraciones de sacarosa y 2,4-D
(2,4 diclorofenoxiacético); se indujo la formacion de proembriones con cinetina y agua
de coco. Los embriones fueron transferidos a un medio con aminoacidos y KNO,, bajo
condiciones de oscuridad y temperatura entre 26 — 29 °C. Los embriones cotiledonares se
subcultivaron bajo condiciones de fotoperiodo 16/8 horas luz-oscuridad para la posterior
formacion de plantas.

Palabras Clave: Callos; embriones somaticos; Theobroma cacao L.; estami-
noidios; cotiledones.
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SOMATIC EMBRYOGENESIS IN VENEZUELAN
COCOA CULTIVARS

Rosalia Velasquez Salazar*, Yanet Sandrea*,
Carmen Betancourt*, Jonas Mata* y Félix Garcia*

SUMMARY

The traditional sexual and asexual methods of cocoa propagation have
been widely used in Venezuela and worldwide, however, they have not
been successful since plants with undesirable agronomic characteristics
are produced. At present, plant regeneration via somatic embryogenesis
provides an alternative method for clonally propagating cocoa. Therefore,
a protocol was developed in order to use staminode, petal, anther and
immature cotyledon explants of genotypes Choroni-42, Ocumare-77,
Ocumare-61 and Porcelana. Callus formation was induced with Thidia-
zuron (TDZ), high sucrose concentration and 2,4-D. Somatic embryos
were induced with kinetin and coconut water. Embryos were transferred
to a medium containing amino acids and KNO, and placed under dark
conditions and 26-29 °C. Cotyledonary embryos were subcultivated
under photoperiodic conditions of 16/8 hours light-dark for posterior
formation of plants.

Key Words: Somatic embryogenesis; cocoa; Theobroma cacao L.;
staminodes; cotyledon; callus.
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INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L., es un arbol tropical originario del Ama-
zonas y cultivado ampliamente a escala mundial. La alta variabilidad
genética observada en las plantas propagadas sexualmente, el alto costo
y baja eficiencia de la propagacion asexual, han obligado a los mejora-
dores y agricultores buscar otras alternativas de multiplicacion de esta
especie, ademas que permita mantener la estabilidad genética del cultivo
y la calidad de su fruto.

Las técnicas de cultivo de tejidos contribuyen a mejorar el sistema de
multiplicacion de la especie, ya que es capaz de mantener la uniformidad
genética de genotipos deseables. La embriogénesis somatica (ES) es un
sistema que permite obtener clones con una arquitectura dimorfica normal
y un sistema radical de gran anclaje, ademas de los otros potenciales
que esta técnica presenta para el mejoramiento genético, intercambio y
conservacion de material (Maximova et al., 2002)

La ES en cacao ha sido trabajada desde la década de los 70; sin embargo,
los resultados no fueron muy satisfactorios. Se han utilizados diferentes
tipos de explantes (florales y foliares), genotipos y mezclas de medios
de cultivo a fin de lograr regenerar clones que mantuvieran sus caracte-
risticas genéticas en el tiempo (Esan, 1977; Aguilar et al., 1992; Lopez-
Baez et al., 1993; Alemanno et al., 1997; Lopez-Baez et al., 2000).

Recientemente, Li et al. (1998) desarrollaron un método eficiente de
produccion de ES a partir de explantes florales y combinaciones de
Thidiazuron (TDZ) y 2,4-D (acido diclorofenoxiacético).

Tomando en cuenta las necesidades que presentan los productores cacao-
teros en Venezuela, el interés de renovar las viejas plantaciones y la
demanda que actualmente tiene el producto, la investigacion se orientd
hacia la obtencion de ES a partir de genotipos de importancia nacional por
su calidad chocolatera y mediante la evaluacion de diferentes explantes:
cotiledones, estaminoidios y anteras.

MATERIALES Y METODOS

Las actividades fueron realizadas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), Univer-
sidad Central de Venezuela (UCV), Facultad de Agronomia. El material
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vegetal utilizado fue tomado de plantas de cacao adultas, establecidas
en el campo de la Estacion Experimental del INIA, ubicada en Ocumare
de la Costa, estado Aragua y en el campo del Instituto de Genética de la
Facultad de Agronomia de la UCV.

Se tomaron explantes florales y cotiledones inmaduros de los siguientes
genotipos: Ocumare 61 (OC-61), Ocumare 77 (OC-77), Choroni 42
(CHO-42) y Porcelana UCV (Porc. - UCV), dividiéndose el experimento
en dos ensayos de acuerdo al tipo de explante a utilizar.

ler. Ensayo. Explantes Florales

Botones florales sanos, totalmente cerrados, y longitud de 3,5 - 5 mm, se
recolectaron en horas de la mafiana, colocandolos en un envase de vidrio
con agua destilada estéril fria y mantenidos en una cava con hielo hasta
llegar al laboratorio. La desinfeccion de los botones florales se realizo
con una solucién de cloro al 5% por 10 minutos, el exceso de cloro fue
eliminado con agua destilada estéril.

Para la induccion de callos, los explantes (estaminoidios, anteras y
pétalos) fueron sembrados en el medio inicial que contenia las sales
basicas de Driver y Kuniyuki (1984; DKW) tal como se observa en
el Cuadro 1, suplementado con 22,7nM TDZ, dos concentraciones de
sacarosa (40 y 80 g I'") y tres concentraciones de 2,4-D (4, 6 y 8 mg 1'").

Una vez formados los callos fueron transferidos a un medio con las
sales basicas de Lloyd y McCown (1981) presentado en al Cuadro 1,
suplementado con 2,5 mg 1! cinetina, 50 ml I'! agua de coco y la concen-
tracion de sacarosa que mejor resultado dio en la fase anterior (80g 1).

Las masas pro embriogénicas se transfirieron a un medio de DKW rico
en aminoacidos (0,044mg I"! arginina, 0,019 mg 1" glicina, 0,033 mg 1!
leucina, 0,046 mg 1! lisina y 0,051 mg 1! triptofano) suplementado con
0,3 g1 de KNO,. Una vez iniciada la formacion de embriones estos se
subcultivaron en un medio con las sales basicas de DKW. Las condi-
ciones de cultivo fueron de total oscuridad y temperatura de 26 — 29 °C.

2do. Ensayo. Explantes: Cotiledones inmaduros

Se recolectaron mazorcas de apariencia sana y en un estado de madurez
intermedio, de aproximadamente 90 dias, las mismas fueron desinfectadas
con agua jabonosa y etanol al 70%. Una vez esterilizadas se desprende
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el pericarpio, descubriendo las semillas, y sumergidas en una solucion
de cloro al 20% por 30 min, el exceso de cloro fue eliminado con agua
destilada estéril. Las semillas inmaduras se cortaron transversalmente
para descubrir el cotiledon y el embrion, sembrandolos individualmente
en los medios de cultivo para inducir la formacion de callos.

CUADRO 1. Composicion de sales basicas usadas en la preparacion
de los medios de cultivo.

Sales Basicas Murashige DKW Loydy
y Skoog McCown

Macros (mg I%)

KNO, 1900
NH,NO, 1650 1416 400
Ca(NO,)24H,0 1969 556
CaCl 2H,0 440 149 96
MgSO,7H,0 370 740 370
K,SO, 1559
KH,PO, 170 265 170

Micros (mg I?)

KI 0,83
H,BO, 0,62 0,48 6,2
MnSO,4H,0 155 29,43
ZnSO,7H,0 0,86 8,6
Na,MoO 2H,0 0,25 0,39 0,25
CuSO,5H,0 0,025 0,025 0,25
CoCL6H,0 0,025
Zn(NO,),6H,0 17 000
MnSO,H,0 33 400
CaCl, 3
Ca(NO,), 3

../... continta
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../... continuacion CUADRO 1.
Sales Bésicas Murashige DKW LLoydy
y Skoog McCown
Solucion de Hierro
FeSO,7H,0 2780 33 800 27,8
NA,EDTA 3730 45 400 373
Vitaminas
Inositol 200 200 ---
Glutamina 250 250 ---
Ac. Nicotinico -
Glicina 2 2 -
Tiamina 2 2 o
Vit. Gamborg - - Si
TDZ 22, 7nM 22,7nM -
Phytagel (g 1) 2 2 2,2
pH 5,8 5,8 5,7

Aminoacidos (mg I

Arginina
Glicina
Leucina
Lisina

Triptofano

- 0,04355
- 0,01876
- 0,03280
- 0,04565
- 0,05105

Los medios a evaluar estaban compuestos por las sales basicas de
Murashige y Skoog (1962; MS) y DKW (Cuadro 1) suplementado
con tres concentraciones de sacarosa (40, 60 y 80 g I'') y tres de 2,4-D

(4,6 y 8 mglh).

Con el objetivo de inducir la formacion de estructuras embriogénicas, los
callos formados fueron transferidos a un medio DKW suplementado con
0,4 mg I'' de Bencilaminopurina (BAP) y la concentracion de sacarosa
que arrojo los mejores resultados para la induccion de callos (60 g I').
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Los embriones fueron individualizados y transferidos al medio basico DKW
suplementado con aminoacidos (0,044 mg I'! arginina, 0,019 mg 1! glicina,
0,033 mg 1" leucina, 0,046 mg 1! lisina y 0,051 mg I"! triptofano) y 0,3g 1!
de KNO,, bajo condiciones de oscuridad y temperatura entre 26-29 °C.

Para el estudio de los resultados se utilizaron métodos no paramétricos
en el andlisis de varianza con el objeto de ver si existen o no diferencias
entre los tratamientos aplicados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo I. Explantes Florales

Después de siete dias de haber iniciado la implantacion in vitro, se
observd una duplicacion del volumen de los explantes, indicio de
respuesta callogénica; sin embargo, no se evidencio formacion de callos,
ni cambio de color de los explantes. Trece dias mas tarde, se observaron
callos de color cristalino y apariencia higroscopica no compacta para los
explantes pétalo y anteras; en contraste, los estaminoides fueron los que
produjeron callos friables y de color cremoso, parametros indicadores de
la capacidad embriogénica del callo, siendo este el explante que mejor
capacidad callogénica presento.

Las concentraciones de sacarosa y 2,4-D que mejores resultados presen-
taron para el crecimiento y diferenciacion de los estaminoides fueron
las correspondientes al tratamiento T, (80g I'' sacarosa + 4 mg 1" 2,4-D),
debido a la respuesta callogénica encontrada a los 15 d de implantado el
explante para los genotipos evaluados (Cuadro 2). Se encontré un 100%
de formacion de callos para el genotipo CHO-42, seguido por 24% y
20% para los genotipos OC-61 y Porc.-UCYV, respectivamente.

En lineas generales el explante que logr6 duplicar su volumen y formar
callos a los 15 dias de la implantacion en el medio en los distintos trata-
mientos fueron los estaminoides; sin embargo, para los tratamientos T, y
T, no se observo duplicacion del volumen de los explantes, observandose
el mas bajo porcentaje de formacion de callos para todos los genotipos
evaluados. Estos resultados indican que los explantes florales de cacao
no responden eficientemente a la concentracion de 40 g 1! de sacarosa.
Ademas se observd una marcada respuesta genotipica, asociado al tipo
de explante utilizado.
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CUADRO 2. Porcentaje de estaminoides que duplicaron su volumen
y formaron callos después de la implantacion de los
explantes en el medio.

7 dias 15 dias
Trat.
CHO-42 0OC-61 Porc-UCV CHO-42 OC-61Porc.-UCV
E P A E P A E P A E P A E P A E P A
T, 60 20 8 8 28 4 40 16 36 80 6460 12 28 20 8 28 4
T, NCNC NC NC NC NC NC NCNC 4 NCNC NCNC 8 NCNC NC
T, NCNC NC NC NC NC 12 NCNC 12 3820 NC NC NC NC NC NC
T, 100 24 48 20 NC NC 20 16 24 100 96 64 24 NC 4 20 NC NC
T. 60 20 64 20 NC NC 32 12 28 64 36 64 20 NCNC 20 NC NC

5

T, 76 4 4 40 NC NC 24 4 36 84 44 60 44 20 8 40 NC NC

6

NC: No hubo formacién de callos
E: estaminoides; P: Pétalos; A: Anteras

Porc.- UCV fue el tnico genotipo que dio una respuesta embriogénica,
observandose las distintas fases de desarrollo de los ES (Figura 1). Una
vez desarrollados los embriones cotiledonares (Figura 1b y 1c¢), estos
fueron individualizados y subcultivados cada 14 d, con un fotoperiodo
de 16/8 h luz/oscuridad para su diferenciacion (Figura 1d y le). Los
genotipos OC-61 y CHO-42 indujeron formacion de raices, a pesar de
que los callos tenian apariencia embriogénica.

Ensayo Il. Explantes Cotiledones inmaduros

Los analisis estadisticos (Cuadro 3) demostraron diferencias entre los
tratamientos, formadose tres grupos de medias. El grupo a fue el que
presentd mejor respuesta callogénica y estuvo representado por las sales
basicas de DKW suplementado con 80g 1! sacarosa y 4mg 1" 2,4-D,
igualmente mostr6 el mayor numero de ES formados por callo. Los tra-
tamientos que presentaban una alta concentracion de 2,4-D (8mg 1) no
respondieron satisfactoriamente a la induccion de callo, observandose
ademas una baja o nula formacion de embriones (grupo b); sin embargo,
se observaron diferencias genotipicas para algunos tratamientos. El tercer
grupo (ab) agrupo a la mayoria de los tratamientos, esto parece indicar
que no existe diferencias entre los medios de cultivo durante el proceso
de induccion de callos pero si sobre la formacion de ES.
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FIGURA1l. a) Embriones somaticos globulares; b y ¢) Embriones
somaticos en fase cotiledonar; d y €) Embriones soma-
ticos cotiledonares bajo condiciones de fotoperiodo 16/8
horas (luz /oscuridad); Provenientes de estaminoides del
genotipo Porcelana (Porc.-UCV).

Se evidenciaron diferencias en la estructura y apariencia del callo.
Se observaron callos de aspecto mas uniforme en la concentracion
de 60 gr 1" de sacarosa, en comparacion con las otras concentraciones
donde los callos, para ambos genotipos, presentaban porciones hidricas
y compactas. La mayoria de los callos fueron de apariencia friable y
color crema; sin embargo, se pudo observar callos hiperhidricos en los
tratamientos que contenian las sales basicas de MS y altas concentra-
ciones de 2,4-D.
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CUADRO 3. Porcentaje de induccion de callos y ES a partir de
embriones cigéticos inmaduros en los genotipos
OC-61y OC-77.

Tratamiento % Callos % Embriones N. ES/Cotileddn

OC-61 OC-77 0C-61 OC-77 0C-61 OC-77

T, 60 ab 60 ab 30 20 1,8 1,2

T, 70 ab 60 ab 20 30 1,4 1,8

T, 70 ab 80 ab 30 30 2,1 24

T, 70 ab 70 ab ne ne 0 0

MS T, 60 ab 40 ab ne ne 0 0
T, 60 ab 60 ab ne ne 0 0

T, 70 ab 70 ab ne ne 0 0

T, 10b 10b ne ne 0 0

T, 10b 20 ab ne ne 0 0

T, 60ab 50 ab 50 20 2,5 1

T, 70 ab 70 ab 50 30 3,5 2,1

T, 80a 90a 50 30 4 2,7

T, 50ab 20b 80 90 4 1,8

DKW T, 50ab 30 ab 70 70 3,5 2,1
T, 50ab 30 ab 60 50 3 1,5

T, 30ab 30 20 0,9 0,4

T, 30ab 20b 30 20 0,9 0,4

T 30 ab 30 ab 30 30 0,9 0,9
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Después de 7 d de transferidos los callos de apariencia embriogénica al
medio de induccidon de embriones, se observaron ES en estado globular
(Figuras 2a'y 3a) para los dos genotipos evaluados. La diferenciacion de
los embriones en sus diferentes etapas de desarrollo (corazon, torpedo y
cotiledonar) ocurri6 a los 14 d después de transferidos al medio basico
(Figuras 2b, 2¢, 3b y 3c¢).

Se observaron diferencias entre el porcentaje de ES formados y los
medios de induccion; sin embargo, los callos embriogénicos subcul-
tivados en los medios que contenian las sales basicas de MS tendian
a necrosarse después de varios subcultivos y finalmente morian, por
el contrario, en el medio de DKW y 60 g I'! de sacarosa, los callos
embriogénicos permanecieron friables. Estos resultados coinciden
con los encontrados por Li et al. (1998), al evaluar distintos tipos de
explantes y dos medios de cultivo, sefialando una rapida senescencia,
necrosis de tejido y de ES formados.

FIGURA?2. a)Embriones somaticos en fase globular; b.1) Embrion
somatico en fase de torppedo; b.2-3) Embrion somatico
en fase cotiledonar temprana y avanzada; ¢) Embriones
cotiledonares, algunos con hojas expandidas; Prove-
nientes de embriones cigdticos inmaduros del Genotipo
Ocumare-77.
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FIGURA3. a) Embriones somaticos en fase globular; b) Embrion
somatico en fase acorazonada; ¢.1) Embrion somatico
en fase de torpedo temprano; €.2) Embrion somatico
en fase de torpedo tardio; €.3) Embrién somatico en
fase cotiledonar; Provenientes de embriones cigdticos
inmaduros del genotipo Ocumare-61.

La concentracion de calcio, azufre y magnesio aplicada al medio de
DKW, juega un papel esencial en el proceso de diferenciacion celular
de tejidos recalcitrantes como son los de cacao (Pedroso et al.,1996; Li
et al.,1998; Tan y Furtek, 2003).

CONCLUSIONES

- Los estaminoides son los explantes que mejores resultados dieron
para la induccion de callos embriogénicos en los distintos genotipos,
al utilizar una concentracion de 80g I sacarosa 'y 4 mg I 2,4-D. Sin
embargo, el genotipo Porc.-UCV fue el unico que formo ES en las
distintas fases de desarrollo, demostrandose asi diferencias entre los
genotipos evaluados.

- La concentracion de sacarosa (80g 1) y 2,4-D (4 mg 1) fue la que
indujo una mayor cantidad de callos embriogénicos a partir de cotile-
dones inmaduros, para los genotipos OC-61 y OC-77. Los genotipos
Porc-UCV y CHO-42 no formaron callos.
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- Las sales basicas de DKW inducen de manera mas eficiente la
formacion de callos embriogénicos en comparacion con el medio que
posee las sales basicas de MS.

- No se observo diferencias genotipicas para los cultivares OC-61 y
OC-77 en relacion con la formacion de ES a partir de cotiledones
inmaduros.
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PRACTICAS CONSERVACIONISTAS Y ROTACION CON
QUINCHONCHO ALTERNATIVAS SUSTENTABLES
PARA LOS AGROECOSISTEMAS
DE SABANAS DE GUARICO, VENEZUELA!

Marisol Lopez*, Angela Bolivar*, Manuel Salas**
y Maria De Gouveia**

RESUMEN

En suelo 4cido de sabanas se evaluo el efecto de practicas conservacionistas: minima
labranza, uso de cultivares tolerantes a la acidez, uso de abonos organicos combinados
con inorganicos en bajas dosis y la rotacion sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench,
quinchoncho, Cajanus cajan (L.) Millsp., en la productividad del suelo, y los rendi-
mientos en grano y biomasa aérea del quinchoncho. Las fuentes de fosforo fueron: roca
fosforica de Riecito (RFR) natural y RFR parcialmente acidulada (RFRPA) y la fuente
industrial: fosfato diaménico (FDA). Los tratamientos inorganicos: T, (N+0P+K), T,
(N +P-RFR+K), T, (N+ P-RFRA K+) y T, (N+P-FDA+ K). Aplicando en kg ha' 100
deN+80deP+60deKensorgoy15deN+60deP+45deK+5,7deS+0,2de
Mo en quinchoncho, se aplicaron dentro de las parcelas de abonos organicos: SR = sin
residuos y RG = residuos de graminea. Después de 3 afios de manejo conservacionista,
usando bajos insumos y principios agroecoldgicos se evidencian incrementos en los
rendimientos de quinchoncho, atribuido al aumento en la capacidad productividad del
suelo por efecto combinado de abonos organicos ¢ inorganicos. Los rendimientos en
grano del quinchoncho fueron aumentando progresivamente, el 1¢ afio oscil6 entre 672 y
882 kg ha! y el rendimiento del vastago fue superior a 800 kg ha'', 24 afio, estuvo entre
700y 863 kg ha! y del vastago entre 750 y 890 kg ha'!, el 3¢ afio los valores fueron 850
y 1000 en SRy entre 1 000y 1 300 en RG, correspondiendo los mayores rendimientos
a las parcelas donde se combind abono orgéanico (restos de cosecha, RG con abonos
inorganicos (RFR y RFRPA).

Palabras Clave: Cajanus cajan (L. ) Millsp; sustentabilidad; suelos acidos;
manejo conservacionista.

1 El proceso de Investigacion estuvo financiado por Fonacit a través del Proyecto:
S1-2002000391, a la AIEA, VEN 10962R3, N 10962R3 y el INIA.
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CONSERVACIONIST PRACTICES AND ROTATION WITH
PIGEONPEAAS A SUSTANAIBLE ALTERNATIVE
FOR THE AGROECOSYSTEMS OF SAVANNAHS
OF GUARICO, VENEZUELAN

Marisol Lopez*, Angela Bolivar*, Manuel Salas**
y Maria De Gouveia***

SUMMARY

On an acid soil of Guarico state savannas, the effect of conservation practices such as
minimum tillage, acid tolerant cultivars, organic combined with inorganic fertilizers at
low rates and the rotation sorghum (Sorghum bicolor (L.) Méench, pigeon pea (Cajanus
cajan (L.) Millsp.), on soil productivity, grain yield and aerial biomass of pigeon pea was
evaluated. Phosphorus sources evaluated were natural Riecito phosphoric rock (RFR),
partially acidulated Riecito phosphoric rock (RFRPA) and industrial diammonium
phosphate (FDA). Inorganic treatments were T1 (N+0P+K), T2 (N +P-RFR+K), T3
(N+ P-RFRA K+) and T4 (N+P-FDA+ K). The levels of fertilizers applied on sorghum
were 100 (kg ha-1)of N+80 of P+60 of K and on pigeon pea 15 of N+60 of P+45 of
K+5,7 of S+0,2 of Mo. Former treatments were applied within the following organic
treatment plots: without residues (SR) and with gramineous residues (RG). After 3 years
of conservation management, using low inputs and agroecological principles, increments
in pigeon pea yields were evidenced, due mainly to an increase in soil productivity
induced by the combined management of organic and inorganic fertilizers, among other
practices. Pigeon pea grain yields increased progressively. During the first year grain
yield oscillated between 672 and 882 kg ha™' and shoot biomass exceeded 800 kg ha'.
During the second year variations in grain yield occurred between 700 and 863 kg ha'!
and in shoot biomass between 750 and 890 kg ha''. Finally, during the third year, grain
yield were between 850 and 1000 kg ha! in SR and between 1000 and 1300 kg ha! in
RG. Highest yields were achieved by treatments where organic fertilizers (crop residues,
RG) and inorganic fertilizers (RFR and RFRPA) were combined.

Key Words: Sustainable; pigeon pea; acid soil; conservationist management.
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INTRODUCCION

La baja capacidad de sustentacion animal de las especies vegetales predo-
minantes en el nororiente del estado Guarico, es uno de los factores
que ha contribuido a la expansion acelerada de areas destinadas a la
produccion de cereales en la region central de Guarico (Mireles et al.,
1998). Ante esta situacion, los productores, para alimentar la poblacion
bovina durante el periodo de sequia, han adoptado alternativas tales
como: el uso de restos de cosecha (maiz, algodon y sorgo) y la soca de
sorgo, a objeto de aumentar la oferta forrajera. Sin embargo, este tipo
de uso de la tierra, constituido por los sistemas de produccion mixtos:
carne-cereales, ha contribuido al deterioro de los suelos (Lopez, 2002,
Torres et al., 2005), debido al uso de practicas de manejo inadecuadas.

En sus trabajos, Lopez (2002) advierte que los sistemas de produccion
mixtos (ganaderia—cereal) han contribuido al deterioro fisico, quimico y
biologico de los suelos debido al uso de practicas de manejo en mono-
cultivos altamente mecanizados que involucra preparacion del suelo seco,
uso de varios pases de rastra y arado en suelos desprotegidos (sobrepas-
toreo) y uso de altas dosis y frecuencia de fertilizantes inorganicos entre
otros agrotoxicos. Esta problematica, hace necesario la evaluacion de
alternativas de manejo conservacionista que contribuyan a un uso mas
eficiente de insumos y energia, y que promuevan una agricultura mas
dependiente de procesos bioldgicos.

El cultivo de quinchoncho, Cajanus cajan (L.) Millsp., cv. Aroita,
obtenido por seleccion sobre la linea Aroa con ciclo de 110 a 130 d
a la cosecha, altura de 80 a 120 cm, flor ptrpura, tallo con grosor de
12 mm, crecimiento determinado, vainas de 5 celdas, grano crema y
con potencial de cosecha mecanizada de grano seco. Seleccionado por
presentar potencial de fijacion biologica de nitrogeno en experimentos
previamente conducidos en condiciones de invernadero por Espafia
et al. (2006). Con potencialidad para contribuir a la sustentabilidad de
los sistemas de produccion de la zona de sabanas, por:

a) Sualto potencial para ser utilizado como complemento en alimen-
tacion animal, pudiendo ser usado como forraje y como materia
prima en la elaboracion de raciones nutricionales para la alimentacion
del ganado en la época seca, o bien como complemento proteico o
consumo directo de los animales bajo pastoreo (Higuera et al., 1998;
2001; Martinez et al., 2003).
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b) Por su capacidad adaptativa, ya que puede contribuir al pool de
nitrogeno en el agrosistema a partir de la fijacion del N-atmosférico
via fijacion biologica del N, (Espana et al., 2006).

c) La alta capacidad de adaptacion a zonas adversas manifestada
a través de mecanismos fisiologicos (exudados radicales, actividad
enzimatica) y morfologicos (mayor longitud radical, menor diametro
y mayor cantidad de pelos radicales) permitiéndole utilizar formas de
fosforo no disponible comunmente a las plantas, (Hocking et al.,1997;
Ae et al., 1991; McLaughlin; James, 1991; Weil, 2000).

d) Representa una fuente barata de proteina vegetal (entre 20 y
30%), siendo una alternativa para contribuir a conformar una dieta
balanceada para el agricultor, su familia y la comunidad en general.

El quinchoncho es un cultivo producido en diversos paises (India,
Myanmar, Kenya, Uganda, Republica Dominicana, Puerto Rico, Vene-
zuela) Nene y Shela (1990) bajo diferentes modalidades de siembra
(Chauan, 1990). En Venezuela se localiza en toda la geografia nacional,
especialmente, en patios, conucos y plantaciones bajo la modalidad de
monocultivo y/o asociado en la localidad de Espino, estado Guarico.
El manejo del cultivo esta basado en el conocimiento agricola local,
pudiéndose encontrar algunos sistemas de produccion (SP) que incor-
poran referenciales tecnologicos provenientes de casas comerciales o
centros de investigacion.

La mayoria de los materiales genéticos utilizados provienen de semi-
llas de materiales “locales” que los agricultores conservan de cosechas
anteriores, o intercambio de semillas entre ellos. Los cultivares comun-
mente utilizados son de ciclo largo (entre 200 a 240 d a cosecha), plantas
de porte alto, tallo grueso (> 12 cm de diametro), cosechado manualmente
y con rendimientos bajos, siendo el promedios de 600 kg ha!, atin cuando
pudieran encontrarse materiales locales de altos rendimientos. Las esta-
disticas del Ministerio de Produccion y Comercio MPC (2001), senalan
una superficie de siembra de quinchoncho de 1948 ha, con una producciéon
de 1 475 t y rendimientos de 757 kg ha''. Su contribucion a la produc-
cion nacional es baja comparada con otros granos de leguminosas. Sin
embargo, este cultivo presenta potencialidades desde el punto de vista
social, economico ambiental y técnico que deberian considerarse para
el manejo de sistemas sustentables.
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Sobre la base de lo expuesto, el cultivo de quinchoncho, combinado
con practicas conservacionistas, encierra principios agroecologicos
que coadyuvan al desarrollo sustentable, el cual es conceptualizado
como un proceso dinamico donde el manejo de los recursos naturales,
la potencializacion del ser humano, la concientizacion y participacion
ciudadana, la orientacion de la economia y los principios éticos de
responsabilidad ambiental, ayuden a satisfacer las necesidades basicas
actuales, sin destruir la base ecoldgica de las que depende el desarrollo
socioeconomico y la calidad de vida futura (Ramirez, 2000).

Entre las practicas conservacionistas, el uso de abonos orgéanicos es una
alternativa viable no so6lo por las mejoras nutricionales que ejerce sobre
las plantas, sino que tiene un alcance en todos los componentes rela-
cionados con la fertilidad y productividad del suelo agricola. Entre los
principales efectos regenerativos se encuentran: estimulacion inmediata
de la actividad biologica (Clement et al., 1995; Lopez et al., 2001a;
Barrios, 2001; Espafia et al., 2002; Thorup- Kristensen, 2003) mejoras
en las propiedades fisicas (Torres et al., 2005; Rivas, 1993; Leon, 1993;
Bravo y Florentino, 1999; Rivero et al., 1998; Barrios, 2001), en bioqui-
mica (Espafia y Lopez, 2003; Espaiia, 2003) y quimicas (Franco-Viscaino,
1997; Lopez et al., 2006).

Igualmente, el uso de fuentes de fosforo inorganicas, tanto natural (roca
fosforica de Riecito, roca fosforica de Riecito parcialmente acidulado,
como industrial (fosfato diamoénico), constituyen una de las practicas
alternativas para aumentar la capacidad productiva de suelos acidos,
cuando son utilizadas racionalmente y combinadas con fuentes organicas,
pudiendo ambas fuentes (organicas e inorganicas) representar una de
las alternativas viable, técnica, ecoldgica y econdémica en la localidad
(Nene y Sheila, 1990).

En el pais se han realizado trabajos en suelos de los estados Guarico,
Apure y Portuguesa, utilizando como cultivos indicadores, maiz, sorgo y
soya, encontrandose alta eficiencia agrondmica con la RFR al compararla
con laroca de Monte Fresco (RFMF), siendo la RFR acidulada al 40% tan
eficiente como la fuente altamente soluble (superfosfato triple); lo cual ha
sido corroborado por Ramirez y Lopez (2000) y por Lopez et al. (2006),
quienes encontraron una alta respuesta de cultivares de sorgo granifero
tolerantes a la acidez, fertilizados con RFR. Lopez et al. (2003) sefialan
mejoras en la fertilidad de dos suelos Ultisoles ubicados en diferentes
paisajes de altiplanicie del estado Guarico, al ser sometidos a practicas
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de manejo que incluyeron uso combinado de abonos organicos (abonos
verdes, restos de cosecha) e inorganicos (N+P+K+S) con fuentes de
P-solubles (SFT) y poco solubles (RFR y RFRPA).

Dentro de esta perspectiva, los objetivos especificos de este trabajo
fueron: 1) determinar el efecto de las practicas conservacionistas sobre
la produccion de grano y biomasa aérea del quinchoncho y su potencial
para ser usado en rotacion sorgo-leguminosa en un suelo acido de baja
capacidad productiva y 2) evaluar el efecto de las practicas conserva-
cionistas sobre la calidad del suelo, reflejada en mejoras en su capacidad
productiva.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento

El experimento fue desarrollado, en un sitio representativo del paisaje
de altiplanicie de mesa conservada del estado Guarico, en un suelo acido
de sabanas, clasificado taxondomicamente como Typic Paleustults, Fg,
caolinitica isohipertérmica. El lote experimental se encuentra entre las
coordenadas geograficas 8° 25’ 30” de latitud norte y 66° 05* 117 de
longitud oeste.

Caracteristicas edafoclimaticas del sitio experimental

La zona agroclimaticamente se caracteriza por presentar un promedio de
precipitacion anual de 1 176 mm con distribucion en el tiempo unimodal,
siendo su maximo en julio con 215,1 mm, distribuidas en 5 a 6 meses
(mayo-octubre), las Iluvias son erraticas, de alta intensidad y de corta
duracion. La temperatura oscila entre 25 y 30 °C. Vegetacion tipica de
bosque seco tropical, de acuerdo a la clasificacion de Holdridge (Ewel
etal., 1972).

Los suelos son de muy baja fertilidad natural, presentando limita-
ciones por baja disponibilidad de fosforo-Olsen (<3 mg kg™), potasio-
Olsen (20 mg kg'), calcio-Morgan (<50 mg kg') y magnesio-Morgan
(<20 mg kg™), PH,,raguninss 8€1d0 (< 5,4) y de textura gruesa, areno
franco (aF) y franco arenoso (Fa). El drenaje, externo es lento, el interno
rapido, siendo la permeabilidad moderadamente rapida y clase de drenaje:

bien drenado (Lopez et al., 2006).
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Genotipos usados como cultivos indicadores y abono organico

Se evaluo el cultivar Chaguaramas VII, de sorgo, Sorghum bicolor L.
Moench, tolerante a la acidez del suelo, el cual pertenece la familia de
las gramineas y el cultivar Aroita, de quinchoncho proveniente de padres
tolerantes a la acidez, obtenido por seleccion masal sobre lineas ingre-
sadas del ICRISAT por el INIA-Yaracuy, (Remanandan 1990).

Mecanizacion: Se utilizé labranza minima, la cual consistié de dos pases
de rastra al incorporarse el abono verde y restos de cosecha como fuente
de abono organico al inicio del experimento, primer afio. Posteriormente,
antes de la siembra de los cultivos indicadores los residuos dejados sobre
la superficie en el ciclo anterior fueron incorporados, con un motocultor.

Muestreo de suelo

Al inicio del experimento, se tomaron muestras compuestas por parcela
de abono orgénico o de residuos, a la profundidad de 0 a 20 cm. En los
aflos subsiguientes, para estudiar la dinamica de los nutrimentos se
realizaron muestreos de suelo a cuatro profundidades, de 0-10, 10-20, 20-30
y 30-40 cm dentro de cada microparcela de abono inorganico (T -T,).

Cosecha y célculo de rendimiento

Al finalizar cada ciclo del cultivo se procedid a cosechar los cultivos indi-
cadores sorgo y quinchoncho. La biomasa vegetal tanto de grano como de
vastago fue pesada para estimar el rendimiento en grano y materia seca
del vastago. Se tomaron submuestras de vastago, se pesd, secandose en
estufa a 70 °C hasta obtener peso constante. El rendimiento de materia
seca (MS) fue calculado al multiplicar el peso seco por superficie efectiva,
expresada en kg ha!.

Descripcién de los tratamientos organicos

Abonos orgénicos: Estan asociados con las practicas conservacionistas
representadas por la parcela testigo (SR), y las cultivadas con especies
nativas e introducidas. Crotalaria, Crotalaria juncea. Leguminosa
introducida para la parcela de residuos de leguminosas. Aiil, Indigosphera
lespedecioides, leguminosa nativa utilizada en la parcela de residuos
nativos, ver Figura 3. Sorgo sembrado en la parcela de RG (Lopez
et al., 2006).
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Parcelas Principales: Parcela Sin residuos (SR): Después de la cosecha,
la biomasa aérea fue extraida, dejando en suelo descubierto, simulando
la actividad realizada comunmente por el productor al introducir el
componente animal para pastorear los restos de cosecha y soca del sorgo
simulando el sobrepastoreo (practica muy comun en la localidad).

Parcela Residuos nativos (RN): Se dejo crecer la vegetacion nativo
afil + ciperaceas. La leguminosa en floracion fue cosechada, dejandose
sobre la superficie, para incorporar antes de sembrar el cultivo indicador
del proximo ciclo.

Parcela Residuos graminea (RG): Consistio en sembrar el sorgo y al
llegar el momento 6ptimo de cosecha, se cosechd el grano, el cual fue
pesado para obtener el rendimiento. Se cosecho la biomasa aérea, para
luego pesar y dejar sobre la superficie del suelo hasta el momento de ser
incorporada antes de la siembra del proximo ciclo.

Parcela Residuos de leguminosa (RL): Esta parcela representd uno
de los tratamientos de abono verde, la leguminosa Crotalaria juncea.

Parcela de barbecho (B): Testigo absoluto. Area sin alterar.

Las parcelas: SR, RN, RG y RL recibieron una fertilizacion inorgéanica:
T, (N+0P+K), T, (N +P-RFR+K), T, (N+ P-RFRAK+) y T, (N+P-FDA+
K) en los ciclos evaluados, antes de sembrar los cultivos de rotacion
(sorgo-quinchoncho y/o quinchoncho-sorgo). Para efectos de este trabajo
solo se presentan los rendimientos del quinchoncho, el cual fue evaluado
unicamente en las parcelas SR y RG, asi como resultados de la dispo-
nibilidad de nutrimentos en el suelo, a fin de estimar cambios quimicos
en el suelo. Igualmente, se presentan los resultados obtenidos en las
parcelas SR en contraste con las parcelas, RG, el efecto de las practicas
de manejo combinacion de abonos inorgdnicos y abono organico (restos
de cosecha). Los resultados obtenidos en las parcelas SR, RG, RN, RL
y B con sorgo son mostrados por Lopez et al. (2006).

Descripcién de los tratamientos inorganicos aplicados

Los abonos orgénicos e inorganicos fueron aplicados a inicio del periodo
de lluvias en la parroquia Espino, entre el 15 de junio al 15 de julio.

N= nitrégeno, K= potasio, OP= sin fosforo. T (N+OP+K), T, (N +P-
RFR+K), T, (N+P-RFRAK+) y T, (N+P-FDA+ K). Fuentes de fsforo:
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RFR= roca fosforica de Riecito micronizada (14% P-total; 4,36%
P-soluble; 39% de CaO; EA entre 80-90%; P-soluble 9,98% P,O, en
citrato de amonio neutro); RFRPA = roca fosforica de Riecito parcial-
mente acidulada (11,94% P-total; 5,37% P-soluble; 34, 86% de CaO; EA
mayor de 90%; P-soluble: 12,29% P,O, en citrato de amonio neutro);
FDA = fosfato diamonico (16% N, 46% P,0,). Fuentes de nitrogeno:
Sulfato de amonio (21% N, 24% S) en quinchoncho y urea-46%N en
sorgo. Fuente de potasio: Cloruro de potasio (KCL-60 % K20O) en
sorgo y quinchoncho.

Segun Diamond (1979), y Hammond y Le6n (1983) ambas rocas: RFR y
RFRPA son de alta reactividad, ya que el porcentaje de solubilidad (P,0O,)
en citrato de amonio neutro es mayor a 5,4 (Diamond, 1979) y mayor a
5,9 (Hammond y Leodn, 1983), estos ultimos autores mencionan que una
eficiencia agrondémica mayor a 90% es un indicador de alta solubilidad
de las rocas fosforicas.

Dosis de nutrimentos aplicados (kg ha') en cada ciclo del cultivo. En
sorgo: 100 de N + 80 de P + 60 de K. En quinchoncho: 15 de N + 60 de
P+45de K +5,7 de S + 0,2 Mo.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé el disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones en arreglo
de parcelas divididas. Los datos obtenidos fueron homogeneizados y
analizados de acuerdo a la variable evaluada utilizando los procedimientos
mostrados en Herrera (2004). Para disponibilidad de nutrimentos se
utilizé un analisis de parcelas subdivididas, siendo el tipo de residuo o
abono organico (SR, RG) designado como efecto principal, la fertilizacion
inorganica (T, T,, T, y T,) como efecto secundario y la profundidad de
muestreo efecto terciario. Para el caso de rendimiento en grano y biomasa
acrea, los datos fueron analizados como parcelas divididas, el efecto
principal considerado represent? el tipo de residuo (abono organico RGy
SR) y el efecto secundario fue el tratamiento inorgéanico (T, T,, T,y T,).

Determinaciones quimicas en suelo

Metodologias utilizadas en las determinaciones quimicas en suelo,
analisis con fines de fertilizacion: Textura: distribucion y tamafio de la
particula (Bouyoucos )* pH (Relacion suelo agua: 1: 2,5 )*; Fosforo
(Olsen, 1954)*; Potasio (Olsen, )*; Calcio (Morgan)*; materia organica
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(MO; Combustion humedad, Walkey and Black modificado)*; Aluminio
intercambiable, (extraido con 0,5 M de BaCl, relacion 1: 10)* y CE
(ms/cm 25 °C conductimetro)*

*En manual de métodos y procedimiento del FONAIAP, Gilabert et al.
(1990).

Métodos empleados en las variables fisicas

La densidad aparente (Da) se determind como criterio de evaluacion de
la severidad de la degradacion. Esta variable fue determinada tomando
muestras de suelo no alteradas con toma muestras tipo Uhland, utilizando
la mesa de tension descrito por Pla (1983) y basada en masa de suelo
seco a 105 °C y al volumen total de suelo. Da=m __ .../ Vtde suelo
(Mg m?).

Andlisis de fraccionamiento y tamafio de particulas (Day, 1965).
Nivel de productividad del suelo en el sitio experimental

Alinicio de experimento, el suelo presentd evidencias de muy baja capa-
cidad productiva, los resultados de esta evaluacion inicial son mostrados
por Lopez et al. (2005; 2006) y corresponden a las Cuadros 1, 2 y 3,
en donde se muestran los valores de las variables fisicas, y quimicas,
mientras que las variables bioquimicas son sefialadas por Espafia y Lopez
(2003). En estos trabajos se muestran indicadores quimicos, fisicos y
bioquimicas que reflejan la baja capacidad productiva del suelo al inicio
del experimento. Los resultados de la caracterizacion de suelo realizados
con fines de fertilizacion, muestran la muy baja fertilidad del lote expe-
rimental, siendo la disponibilidad de fosforo, potasio, calcio y magnesio
de 2,22,80y 22 mg kg, respectivamente. Dichos niveles, junto a los
bajos contenidos de MO (7g kg™') reflejan la baja fertilidad natural del
suelo al inicio del estudio, el valor de pH indica una reaccion del suelo
acido (< 5,5) y el porcentaje de saturacion con aluminio alto (57%),
todos son factores que limitan el crecimiento de plantas susceptibles a
la toxicidad de aluminio y de altos requerimientos nutricionales.

La textura del suelo es franco arenoso, reflejando un drenaje interno

rapido y buena aireacion, valores que se corresponden con los obtenidos
por Léopez et al. (2001b) en un diagndstico realizado con fines de fertili-
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zacion y manejo de los suelos en los Llanos Centrales. Durante la caracte-
rizacion fisica y clasificacion taxondmica del suelo, Lopez et al. (2003)
sefalaron valores en las variables fisicas que le confieren susceptibilidad
ala degradacion, tal como se observo en distribucion de tamaiio de parti-
culas, porcentaje total de arena, limo y arcilla, y en quimicas: cationes
cambiables y aluminio intercambiable (Cuadro 1).

CUADRO 1. Caracterizacion quimica del sitio experimental, Espino,
estado Guarico.

Cationes Intercambiables (cmol kg)

Profundidad

(cm) Calcio Magnesio Sodio Potasio Alumini_o
(Ca) (Mg) (Na) (K) Intercambiable
(cmol kg de suelo?)

0-22 0,37 0,16 0,01 0,09 0,35
22-42 0,1 0,06 0,03 0,02 0,65
43-72 0,35 0,15 0,04 0,03 1,55
73-120 0,28 0,14 0,01 0,01 0,85
120-152 4,37 0,22 0,01 0,01 0,85
152+ 0,37 0,24 0,02 0,01 0,50

Fuente: Lopez et al. (2003).

Mientras que los valores de humedad gravimétrica del suelo al inici6 del
experimento correspondientes a diferentes potenciales matricos (Kpa)
en cada uno de los horizontes identificados en el perfil, se presentan en
el Cuadro 2.

El porcentaje de CaCO, equivalente ponderado a 60 cm de profundidad
fue de 0,20 y la humedad saturada de 22,83%. La distribucién en el
tamafio de las particulas de arena, limo y arcilla fue de 81, 10 y 9%,
respectivamente. El promedio ponderado a 60 cm de profundidad para
distribucion de tamafo de particulas indica que es un suelo de textura
gruesa, areno-franco (aF) y franco arenoso (Fa), predominando la arena
en todo el perfil (Cuadro 3).
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CUADRO 2. Retencion de humedad (g g') del suelo.

Contenido de humedad (%, g g*)
Profundidad

(cm) Potencial métrico (Kpa)
-10 -33,33 -100 -500 -1 000 -1 500
0-22 13,84 12,15 10,06 7,92 7,06 6,02
22-42 7,6 5,78 4,86 3,52 2,51 2,39
43-72 13,47 12,1 11,14 9,53 8,1 7,74
73-120 15,48 13,06 11,90 8,45 7,52 7,04
120-152 16,08 15,05 11,25 9,33 8,16 7,90
152+ 13,41 12,14 11,05 3,38 7,03 6,02

Fuente: Lopez et al. (2003).

La capacidad de intercambio cationico (CIC) es muy baja, asi como
el contenido de MO, con predominio de particulas gruesas (>80% de
arena). Esta baja CIC, significa que estos suelos poseen muy baja capa-
cidad de retener por mucho tiempo en su complejo de intercambio, las
bases intercambiables liberadas en €1, mediante la fertilizaciéon quimica
tanto inorgénica (fertilizantes) como organica (abonos verdes y restos de
cosecha), lo cual hace que estos nutrimentos liberados queden expuestos
aprocesos de lixiviacion y arrastre durante el periodo de lluvias. El agua
potencialmente aprovechable, lamina de agua almacenada (mm)a-10y
-1 500 Kpa fue de 119,52 y 54,65, respectivamente, valores muy bajos,
pero en correspondencia con las caracteristicas texturales de este suelo,
lo cual indica que para satisfacer los requerimientos hidricos del cultivo
que se va a desarrollar se requiere la aplicacion de riego complementario.

Los valores de Da encontrados en todo el lote experimental son altos,
de acuerdo a los niveles sefialados para un suelo de clase textural 1
(arenoso-areno francoso) por Florentino (1998). La media ponderada fue
de 1,71 Mg m?. Pla (1983), sefiala valores criticos de 1,6 Mg m™ para
estos suelos y Grossman et al. (1997), basado en la maxima Da dentro
del horizonte superficial, a los primeros 20 cm de profundidad, senalan
que valores de Da mayores a 1,65 Mg m™ en suelos con porcentaje de
arcilla menor a 15% corresponden a la clase 5, cuya limitacion agricola
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es muy alta. Los valores de pH obtenidos tanto en relacion suelo agua
1:1 como en KCI 1:1,2, estuvieron bajos, lo que clasifica el suelo entre
extremada y moderadamente acido y el porcentaje de saturacion de
aluminio es alto (60%), Cuadro 3.

CUADRO 3. Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo ubicado en
lote experimental Espino, promedio primeros 60 cm de

profundidad.
Profun. Clase % Da MO pH CIC SatAl
(em) Textural A L A (Mgm® (gkg') CIC Agua KC1 (cmolkgl) %
1:1 1:12
0-60 aF-Fa 81 10 9 1,71 7 128 438 382 1728 60,22

Fuente: Lopez et al. (2003).

El sorgo presenta menor contenido de celulosa que los otros materiales
usados (leguminosas, datos mostrados en Lopez et al., 2006), este compo-
nente pudiera favorecer la mineralizacion del material, sin embargo, el
contenido de lignina también es mayor en las leguminosas que en el
sorgo y este polisacarido es considerado negativo en la transformacion
de los residuos (Cuadro 4).

Abono incorporado: La cantidad de residuo aplicado al suelo varid
entre los tratamientos organicos (residuos), y los tratamientos inorganicos
(T, T, T,T,).El afio cero, en la parcela SR fue de 0y en RG se aplico
1 200 kg ha''. En el afo 1, se increment6 la cantidad de residuo aplicado,
oscilando entre 1 041,1 y 3 370 kg ha! de RG. En el afio 2, la cantidad
de residuos de quinchoncho aplicado oscilaron entre 917,5 (T,) y 1 473
(T,) kg ha'', mientras que los residuos de sorgo oscilaron entre 992,75
(T) y 3090,75 (T,). Sin embargo, la cantidad de residuos de sorgo y
quinchoncho aplicados atin son bajos, para cada afio, pero el total aplicado
en los tres primeros anos evaluados fue significativamente importante en
la secuencia: Sorgo-sorgo-quinchoncho-sorgo (24 719,5 kg ha'), mientras
que el total en las parcelas donde se siguio la secuencia sorgo-soya-sorgo-
quinchoncho fue menor (7 780,16 kg ha''), debido a que se ha senalado,
que en condiciones tropicales debe aplicarse mas de 20 Mg ha! para
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poder obtener resultados positivos por efecto de estos abonos en el suelo
(Velasquez et al., 2002), valores que fueron superados en las parcelas
que se aplico 24 719,5 kg ha'’.

CUADRO 4. Caracteristicas de material utilizado como abono
organico (residuos de cosecha de sorgo).

Analisis bromatol4gico

Ceniza Proteina FDA Lignina Celulosa N C CIN
Abono  Materia % cruda % % % % % %
organico Seca %

Sobre base seca

Sorgo 95,59 3,13 9,72 40,11 7,68 31,67 1,56 26 16:1
vastago

Andlisis nutricional

Abono orgéanico Fésforo (P) Potasio (K) Calcio (Ca) Magnesio (Mg)
kg kg kg kg kg kg kg kg*
Sorgo vastago 0,22 0,5 0,4 0,28

Los valores corresponden a promedios de cuatro repeticiones. MS = materia seca; PC = proteina cruda;
FAD = fibra acido detergente; N = Nitrogeno; C = Carbono; C/N = Relacion Carbono - Nitrogeno.
Fuente: Lopez et al. (2006).

En las parcelas correspondientes a las leguminosas usadas como abono
verde la cantidad (RN, RL, Figuras 1 y 2) de material incorporado fue
mayor a 20 Mg ha'! (Lopez et al., 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION
Nivel de productividad del suelo en el sitio experimental
En el primer afio de evaluacion, se encontr6 un incremento en la disponi-
bilidad de los nutrimentos P, K, y Ca principalmente, debido posiblemente
al efecto de la fertilizacion inorganica inicial aplicada al sembrar los

abonos verdes junto al aporte de los materiales organicos incorporados,
ya que este incremento fue mayor en las parcelas donde se aplicé residuos
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(RG), lo que pudiera estar indicando un posible aporte de la fertilizacion
organica (residuos de cosecha y abonos verdes). Sin embargo, estos
valores de disponibilidad, atin se consideran bajos en todas las parcelas
de residuos evaluadas, observandose una estratificacion del fosforo,
potasio y calcio en los primeros 10 cm de profundidad, estos valores
disminuyeron drasticamente con la profundidad del suelo.

El pH oscil6 entre 4,9 y 5,4 en el primer estrato, reflejando ligeros incre-
mentos, los cuales van desde 0,2 a 0,7 décimas. Dichos valores muestran
tendencia a una disminucion de la acidez, sin embargo, el suelo sigue
manteniendo una reaccion acida, que amerita hacer monitoreos del
efecto de las practicas en esta variable. El porcentaje de saturacion de
aluminio es bajo en los primeros 10 cm de profundidad, pero incrementa
en el segundo estrato después de los 10 cm, reflejdndose problemas de
alto contenido de este elemento en la zona de mayor desarrollo radical.

En el segundo afio de evaluacion, se observa un mayor efecto del manejo
combinado del abono organico e inorganico (Cuadro 5).

La disponibilidad de fosforo, calcio, azufre, valor de pH y contenido
de aluminio fueron afectados por la fertilizacion organica e inorganica,
encontrdndose respuestas altamente significativas con respecto a los
tratamientos de residuo (RG), tratamientos inorganicos (T,, T, y T,),
profundidad de muestreo y las interacciones fertilizacion organica por
fertilizacion inorganica (Forg*Finorg),fertilizacion orgénica por profun-
didad (Forg*prof), fertilizacion inorganica por profundidad (Finorg *
Prof) y fertilizacion organica por fertilizaciéon inorganica y por profun-
didad (Forg*Finorg*Prof). Las interacciones encontradas indican el
efecto positivo de aplicar conjuntamente fertilizantes organicos (F org) e
inorganicos (Finorg), asi como las diferencias de estos en la profundidad
(prof). Esto pudiera estar sugiriendo que no se debe separar el uso de
fertilizantes organicos e inorganicos, ya que se obtendrian otros resultados
menos promisorios.

Se evidencian cambios favorables en los indicadores quimicos y biolo-
gicos atribuidos al manejo conservacionista. Con relacion a las variables
quimicas, se ha encontrado aumentos en la disponibilidad de los nutri-
mentos, tales como fosforo (15-40 mg kg!), calcio (hasta 130 mg kg™),
potasio (40-120 mg kg!) y azufre (hasta 14 mg kg™') y una disminucion
del aluminio intercambiable (< 0,5 cmol kg™).
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CUADRO 5. Resumen del analisis de varianza de los resultados de
suelo con fines de fertilizacion obtenidos del lote experi-
mental de tres profundidades. 2do afio.

Causa de Variacion CV (%)
Variables Forg Finor Forg* Prof Forg* Finorg* Forg*Fin A B C
g Finorg Prof Prof org*Prof
P (mg kg™) ** *x o Hx Hx ** wx 23,328 33,530 30,311
K (mgkg") NS NS NS o o NS NS 25,064 16,215 26,440
Ca (mgkg") *x *x *x *E ** o NS 18,051 16,396 23,772
Al” (cmolkg!) NS *x NS Hx Hx ** NS 14,788 17,535 31,252
pH (relacion
Suelo-Agua 1:2,5) ** NS NS NS ** NS NS 21,055 15,518 7,897
S (mg kg") Rk i o o NS #% 30531 33,67 40,128

** Altamente significativo 0,001 * significativo 0,05. CV = Coeficiente de variacion.
A = parcela principal; B = parcela secundaria; C= parcela tercearia.

En las variables bioldgicas, se ha incrementado el contenido de MO (hasta
15 gkg™'). En este mismo lote experimental, Toro et al. (2002), indicaron
ligeros incrementos en el porcentaje de raiz micorrizada (2-20%), los
cuales son significativos comparando con los valores obtenidos al inicio
del experimento, al realizar la caracterizacion del suelo desde el punto
de vista quimico, fisico, bioldgico y bioquimico, encontrando valores
de MO alrededor de 10 g kg!' y de porcentaje de raiz micorrizada entre
0y 10 (muy bajo).

Con respecto a las variables bioquimicas, Espafia y Lopez (2003) han
encontrado incrementos significativos en este lote experimental sobre
la actividad de la enzima deshidrogenasa, lo cual pudo estar asociado al
incremento en el carbono orgénico, siendo significativamente superior en
la parcela RG al ser comparada con la parcela sin residuo SR. Debido a
que esta enzima es intracelular, estos incrementos en la deshidrogenada
indican mayor actividad biologica del suelo, demostrado asi, la necesidad
de incorporar abono orgénico en estos suelos. En el caso de la fosfatasa
acida hubo una disminucion significativa en la rizosfera de sorgo, en
los tratamientos que generaron mayor disponibilidad de P en el suelo.

En todas las parcelas de residuos donde el fosforo se incrementd hasta
alcanzar valores de disponibilidad de medios a altos, constituyo un
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indicador de la calidad del suelo, ya que la actividad de fosfatasa acida
oscilo entre 0,16 y 0,41 pmol PNF gs' h'! y la de deshidrogenasa
(enzima intracelular, usada como indicadora de la actividad biologica)
logro valores mayores a 3,15 mg TFF gs! 24h’!, en las secuencias de
las parcelas RG + sorgo, y RG + quinchoncho, en donde la actividad
de esta enzima estuvo alrededor de 3 mgTFF gs! 24 h!; mientras que,
en la secuencia SR + quinchoncho, estuvo alrededor de 2 mg TFF gs!
24 h! en las parcelas donde se incorpord abono organico (Figura 1, 2
y 3), lo cual es un indicador del aumento en la actividad biologica por
efecto del uso combinado de abonos orgénicos e inorganicos.

El incremento en la disponibilidad de P puede ser considerado impor-
tante, debido a que corresponde al efecto residual después de cosechar
los cultivos indicadores, sorgo y quinchoncho, y antes de fertilizar y
sembrar el cultivo del ciclo siguiente. Estos resultados son coincidentes
con los obtenidos por Mokolobate y Haynes (2002), quienes encontraron
incrementos en P, K, Ny Ca después de aplicar abonos organicos. Todas
las fuentes de P, tanto de RFR, RFRPA y SFT contribuyeron a incrementar
la disponibilidad de este elemento en el suelo; sin embargo, la mayor o
menor contribucion de la fuente de P en la disponibilidad del elemento
estuvo influenciada por la secuencia de los cultivos (Lopez et al., 2006),
siendo las secuencias residuo nativo (RN)-Sorgo y residuo leguminosa
(RL)-Sorgo las rotaciones que mayor P-residual disponible dejaron en el
suelo, lo cual pudo estar relacionado con la calidad y cantidad de residuos
aplicados (Lopez et al., 2006).

En las parcelas de residuos de gramineas (RG), Figura 3 este incremento
fue menor comparado con el encontrado en el mismo lote experimental
por Lopez etal. (2006) en residuos nativos (RN) y residuos de leguminosa
(RL) pudiendo ser debido a la muy baja cantidad de residuos aplicado
(menos de 10 Mg ha''), durante los dos primeros afios de evaluacion, ya
que investigadores como Velasquez et al. (2002) sefialan la necesidad de
aplicar residuos de cosecha y abonos verdes mayores a 20 Mg ha™! para
obtener resultados favorables, tanto por mejoras en la fertilidad quimica,
fisica, bioldgica y bioquimica como por su mayor efecto en proteger y
reducir la erosion. Estos resultados, también pueden ser atribuidos a
un proceso de transformacion del P, el cual puede estar predominando
en otras formas no disponibles, como ha sido sefialado por Cavigelli y
Thien (2003). Los resultados obtenidos en nuestra investigacion, son
indicadores del incremento en la calidad del suelo.
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El primer afio de evaluacion se encontrd diferencias altamente signi-
ficativas (P<0,01) para rendimiento en grano y vastago para todas las
causas de variacion, residuos (RG, SR), tratamiento inorgénico (T, T,,
T,, T,), y la interaccion residuo o abono organico y abono inorganico.
Los rendimientos oscilaron entre 672 y 880 kg ha' (Figura 4).
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FIGURAA4.  Efecto del tipo de fertilizacion inorganica (T, T,, T,,
T,) dentro de cada parcela de residuo (SR, RG) sobre el
rendimiento en grano de Cajanus cajan. Afio 1. Medias
seguidas por la misma letra no son significativamente
diferentes entre si (Tukey, P<0,05).

Dentro de la parcela SR (sin residuos), se encontr6 iguales y mayores
rendimientos en grano con las fuentes de fosforo P-RFR- T, y P-FDA-T,,
seguido del tratamiento P-RFRPA- T, y los rendimientos mas bajos
fueron obtenidos con el testigo, sin fosforo (OP- T)). Mientras que con
RG (restos de cosecha de sorgo) los mayores rendimientos fueron con
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las fuentes de P de menor solubilidad (RFR y RFRPA). Estos resultados,
muestran el mayor efecto en los rendimientos obtenidos con las fuentes de
fosforo naturales, tanto micronizada (RFR) como acidulada (RFRPA), lo
que pudiera estar indicando un efecto positivo, ademas del Py del calcio
proveniente de estas RF. También se observa mejores rendimientos en la
parcela que se incorporo6 los residuos de graminea (RG), lo cual, pudiera
estar indicando efecto de la descomposicion de los residuos sobre la
disponibilidad del P y Ca proveniente de las RF (Cuadro 6).

CUADRO 6. Resumen del analisis de varianza realizado para rendi-
miento en grano y de materia seca (MS) del vastago en
Cajanus cajan en las parcelas SR, RG, Afio 1.

Variables Causa de Variacion CV (%)
Res Trat Res*Trat A B
Grano (kg ha) ok ok ok 0,699 2,410
Vastago (kg ha') Hx Hox Hx 1,860 3,429

** Altamente significativo 0,001. * significativo 0,05. CV = Coeficiente de variacion. A= parcela
principal, B= parcela secundaria.

En SR, el rendimiento del vastago fue significativamente mayor con
RFRPA seguido de RFR y por ultimo FDA y el testigo (T). Igualmente
en la parcela RG los mayores rendimientos fueron con RFRPA, seguido de
RFR, lo cual puede estar confirmando las hipdtesis y supuestos sefialados
al discutir los resultados de rendimiento en grano (Figura 5).

El segundo afio, se obtuvo diferencias altamente significativas en las
causas de variacion al igual que el primer afio. Los mayores rendimientos
correspondieron con las fuentes de fosforo de menor solubilidad (T? y
T,) seguido de FDA (T,), Figuras 6 y 7. En la parcela SR la respuesta
del quinchoncho para rendimiento en grano fue mayor con la fuente
de P soluble (FDA-T,), seguido del tratamiento que incluyé RFR-T, y
significativamente inferior con OP- T,. Igualmente para el rendimiento
del vastago, los mayores valores en MS fueron obtenidos con la fuente
soluble de P (FDA-T,) en la parcela SR, mientras que en la parcela con
abono organico (RG) se encontro respuesta altamente significativa con la
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fuente de P menos soluble (RFR), lo cual es coincidente con el primer aio
de evaluacion y demuestran un posible efecto de los residuos aplicados
en la solubilizacion de la RFR (Cuadro 7).
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©
=
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FIGURAS.  Efecto del tipo de fertilizacion inorganica (T, T,, T,,
T,) dentro de cada parcela de residuo (SR, RG sobre el
rendimiento en rebrotes de Cajanus cajan. Afio 1.

En la parcela RG, estos residuos de sorgo pudieran estar contribuyendo
a la formacion de condiciones que favorecen la disolucion de la RFR.
Pero en la parcela SR los mayores rendimientos fueron con la fuente
de P-FDA soluble. Con respecto al rendimiento en vastago, la mayor
respuesta fue obtenida con el tratamiento P-FDA.

Hubo un incremento en el rendimiento del quinchoncho significa-

tivamente mayor en las parcelas donde se aplico RG, en comparacion
con los rendimientos obtenidos donde no se aplicé SR. El rendimiento
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en grano del quinchoncho en el tercer afo, fue mayor que los obtenidos
el primer (672-883 kg ha') y segundo (700-863 kg ha™'), afio, lo cual
parece estar relacionado con el aumento en la fertilidad integral del suelo
(quimica y biologica) y con la mejor distribucion y cantidad de lluvias
registradas. Durante el tercer afio, de evaluacion, una mejor distribucion
y cantidad de lluvias durante el ciclo del cultivo, pudo haber favorecido
los procesos biologicos y las condiciones quimicas de la zona radicular,
favoreciendo la mayor disponibilidad de nutrimentos, asi como la
absorcion y uso por parte de la planta (Cuadro 8, Figura 8).
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FIGURA®G.  Efecto del tipo de fertilizacion inorganica (T, T,, T,,
T,) dentro de cada parcela de residuo (SR, RG) sobre el
rendimiento en grano de Cajanus cajan. Afio 2.
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FIGURAT7.  Efecto del tipo de fertilizacion inorganica (T, T,, T,,
T,) dentro de cada parcela de residuo (SR, RG) sobre el
rendimiento del vastago de Cajanus cajan. Afio 2.

Estos resultados obtenidos, tanto rendimiento en grano como en vastago,
puede estar indicando, por una parte, expresion de mecanismos fisiologicos
del cultivar de Cajanus cajan (Aroita) para aprovechar fosforo proveniente de
las RF; mecanismo sustentado en numerosas investigaciones, entre ellas, las
senaladas por Hocking et al. (1997); Ae et al. (1991); McLaughlin y James
(1991); Weil (2000), quienes han encontrado que el Cajanus cajan presenta
estrategias fisiologicas (exudados radicales, actividad enzimatica) y morfo-
logicas (cambios radiculares) en suelos deficientes en fosforo.

Otras de las razones puede ser debida al requerimiento nutricional del
quinchoncho, el cual pudiera estimular la expresion de mecanismo,
para aprovechar el calcio de las RF. Esto pudiera estar contribuyendo
a cubrir la demanda nutricional de este elemento, ya que el suelo
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donde se desarroll6 el experimento tiene muy baja disponibilidad de
Ca (< 50 mg kg') en el afo cero (0) antes de sembrar los abonos
verdes e iniciar las evaluaciones correspondientes.

CUADRO 7. Resumen del analisis de varianza realizado para rendi-
miento en grano y del rebrote de Cajanus cajan en las
parcelas SR y RG. Afio 2.

. Causa de Variacion CV (%)
Variables
Res Trat Res*Trat A B
Grano (kg ha) ok ok ok 0,931 1,951
Vastago (kg ha') K oK oK 0,742 1,041

** Altamente significativo 0,001; * Significativo 0,05; CV = Coeficiente de variacion.
A= Parcela principal, B= Parcela secundaria.

En el primer afio, ain cuando se encontraron incrementos en la disponibi-
lidad de calcio, este se mantuvo bajo, entre 50 y 90 mg kg! en la parcela
de barbecho (testigo absoluto), entre 48 y 65 mg kg en la parcela de SRy
entre 50y 114 mgkg! en la parcela donde se incorpor6 residuos de cosecha
de sorgo (RG). En esta ultima parcela, los valores de calcio incrementaron
hasta valores medios en los primeros 10 cm de profundidad.

CUADRO 8. Resumen del analisis de varianza realizado para rendi-
miento en grano y del vastago de Cajanus cajan en las
parcelas SR y RG. Afio 3.

. Causa de Variacion CV (%)
Variables
Res Trat Res*Trat A B
Grano (kg ha™) *ok *% *k 1,657 2,882
Vastago (kg ha!) N.S. N.S. N.S. 8,798 14,703

** Altamente significativo < 0,01; * significativo < 0,05; NS no significativo; CV= Coeficiente
de variacion; A= parcela principal; B= parcela secundaria.
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FIGURAB8.  Efecto del tipo de fertilizacion inorganica (T, T,, T,,
T,) dentro de cada parcela de residuo (SR, RG) sobre
el rendimiento de granos de Cajanus cajan. Medias
seguidas por la misma letra no son significativamente
diferentes entre si (Duncan, P<0,05). Afio 3.

En este sentido, los trabajos de Weil (2002) sefialan que las leguminosas
para mantener el balance i6nico interno (catiéon-anion) exudan protones
(H+), los cuales acidifican la rizosfera y pueden hacer disponible Py Ca
a partir de fuentes de fosforo calcicas, como las RF. El investigador antes
referido encontrd que entre los exudados radiculares de quinchoncho,
predomind el acido piscidico, el cual actua sobre formas de P ligado
al Fe y hace disponible el P a la planta. Estos procesos son facilitados
cuando las plantas estan micorrizadas con hongos micorricicos arbus-
culares (HMA), los cuales han sido encontrados en la rizosfera de los
cultivos indicadores (sorgo y quinchoncho) por Toro et al. (2002) en
estas condiciones de manejo y en el mismo lote experimental. Ademas,
pueden estar interactuando microorganismos solubilizadores de fosforo
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como las bacterias solubilizadoras de fosfato calcico: Pseudomonas
flurescens y Bacillus circulan, indentificadas por Toro et al. (2002) en
el lote experimental.

Estos resultados, hacen suponer, que bajo estas condiciones de manejo
conservacionista, las interacciones de microorganismos simbidticos y
asimbidticos (asociativos), junto a la habilidad del quinchoncho para
adaptarse a estas condiciones adversas, pudieran estar contribuyendo a
promover procesos fisicos-quimicos -biolégicos que permiten a la planta
acceder a Py Ca de fuentes de poca disponibilidad, tanto proveniente de
los fertilizantes inorganicos naturales (RFR, RFRPA) como de las formas
retenidas que existen en suelos acidos (P-Fe, P-Al), y que pudieran ser
explicadas a través de trabajos previos y complementarios desarrollados
en estas condiciones de manejo durante el proceso de investigacion que se
lleva a cabo (Toro et al., 2002; Espafia y Lopez, 2003, Lopez et al., 2004).

Dichas investigaciones han demostrado el efecto positivo del manejo
combinado de abonos organicos (abonos verdes, residuos de cosecha)
con abonos inorganicos, principalmente con las fuentes de P-RFR,
tanto natural como acidulada, encontrandose que los residuos de cose-
cha y abonos verdes mejoran la calidad del suelo, tanto por el tipo de
organismos, actividad y comportamiento de estos en determinadas
condiciones, como por las mejoras desde el punto de vista integral en la
fertilidad del suelo, incrementando asi, la capacidad productiva de los
suelos acidos de sabana de muy baja fertilidad natural.

Por otra parte, los resultados también reflejan la reactividad de las RF
utilizadas (RFR, RFRPA) en suelos acidos y sustentan la hipotesis de que
estos fertilizantes fosfatados son una importante alternativa para fertilizar
suelos bajos en P y con problemas de acidez. La respuesta importante
obtenida con los tratamientos de RF micronizada (RFR) y la parcialmente
acidulada (RFRPA), puede estar relacionada como fue explicado antes
con la suplencia de calcio proveniente de este fertilizante inorganico, ya
que estos suelos son bajos en este elemento y las leguminosas requieren
de este cation para cubrir sus requerimientos y realizar el proceso de
fijacion de nitrogeno.

En este sentido, Lopez et al. (2005) y Espafia et al. (2006) en estas

mismas condiciones agroecoldgicas y usando N, y la técnica del
valor A, evaluaron la eficiencia de recuperacion de N del fertilizante
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y la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) utilizando quinchoncho,
cultivar Aroita y la RFRPA como fuente de fosforo, encontrando que el
quinchoncho aprovechoé 3% de los 15 kg ha! al aplicar como fertilizante
(sulfato de amonio), lo cual significa que de aproximadamente 49 kg ha! de
N acumulado en la planta del quinchoncho, provino del proceso de FBN
y que esta fijacion fue de aproximadamente 79% del total presente en
la planta, siendo esta eficiencia de fijacion de N alta comparada con la
obtenida por Mafongoya et al. (2004) y Gathumbi et al. (2002) quienes
han sefialado valores de FBN en Cajanus cajan de 62 en el primer caso
y entre 55y 67% en el segundo caso, lo cual demuestra la potencia-
lidad del cultivar Aroita para ser usado en rotacién de cultivos en suelos
acidos de baja capacidad productiva y bajo manejo conservacionista y
de bajos insumos.

En general, los rendimientos de quinchoncho fueron significativamente
superiores en las parcelas donde se aplicé RG (abono orgéanico) combi-
nado con abono inorganico (T -T,), en comparacion con los rendimientos
obtenidos en la parcela SR, la cual solo recibi6 fertilizacion orgénica.

CONCLUSIONES

- La susceptibilidad a la degradacion que presentan los ecosistemas
en la region natural de los Llanos Centrales de Venezuela, en altipla-
nicie de mesa conservada, caso Parroquia Agricola de Espino, estado
Guarico, debido entre otras causas a las caracteristicas propias del
tropico, condiciones climaticas, edaficas, topograficas y de flora
y fauna y las practicas de manejo inadecuadas de los sistemas de
produccion, hacen necesario implementar alternativas de manejo
conservacionistas que promuevan la sustentabilidad de estos agro-
sistemas.

- El Quinchoncho, Cajanus cajan, cv Aroita, es una leguminosa de
grano con alto potencial para ser usado en agrosistemas susceptibles
a la degradacion, presentando mecanismos de adaptacion a suelos
acidos al contribuir significativamente en el desarrollo sustentable de
laregion cuando es utilizada en practicas de manejo conservacionistas.

- En suelos 4cidos de muy baja fertilidad y fragilidad estructural,
las practicas de manejo que combinan abonos inorganicos (fuentes
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naturales de P, RFR, RFRPA y fuentes industriales (N, P, K, en dosis
bajas) y organicas (abonos verdes, residuos de cosecha), son una
alternativa viable técnica, ecoldgica y econdmica, que contribuye a
aumentar la calidad del suelo y por ende su capacidad productiva.

- Los abonos inorganicos naturales, tales como la RFR y la RFRPA,
representan la fuente de fosforo y calcio alternativa para suelos acidos
con practicas de manejo conservacionista, los cuales al aportan Py
Ca al suelo, mejoran sus condiciones quimicas, € incrementan la
disponibilidad de Py Ca en el suelo y proveen a los cultivos indica-
dores de estos macronutrimentos esenciales.

- Incrementos en la disponibilidad de los nutrimentos Ca, P, K, Sy N,
en la MO del suelo, disminucion en el Al y los ligeros incrementos
en el pH del suelo; asi como los aumentos en los rendimientos del
quinchoncho, son indicadores de mejoras en la calidad del suelo
y aumentos en su capacidad productiva. Dichas caracteristicas se
convierten en elementos claves para visualizar la tendencia de agro-
sistemas con suelos acidos a lograr su sustentabilidad ecologica y
economica a mediano plazo al mantener practicas conservacionistas
como las evaluadas en el presente estudio (rotacion cereal-leguminosa,
uso de cultivares tolerantes a la acidez del suelo, manejo combinado
de abonos organicos e inorganicos, labranza minima y uso racional
de insumos).
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COMPORTAMIENTO DEL CULTIVO DE ESPARRAGO
VERDE ADIFERENTES DENSIDADES INICIADO
MEDIANTE EL SISTEMA TRADICIONAL DE ARANAS

Ana M. Castagnino*, Patricia Sastre Vasquez* y Atoine Menest**

RESUMEN

Para que una esparraguera (esparragos, Asparagus officianalis) pueda lograr un 6ptimo
rendimiento productivo y turiones de elevada calidad es fundamental la realizacion de
una buena plantacion y la eleccion de una adecuada densidad. El objetivo del trabajo es
estudiar el efecto de dos densidades de cultivo en plantaciones efectuadas mediante el
empleo de arafias. La plantacion se realiz6 el 12/09/2003 utilizando arafias de aproxima-
damente 100 g con las siguientes densidades: D1=25 000 pl ha'! y D2: 17 857 pl ha’!,
correspondientes a los siguientes marco de plantacion: 1,60 x 0,25y 1,60 x 0,35, respecti-
vamente. Este trabajo corresponde a la primera cosecha realizada en el 2005. Se evalué:
peso fresco total cosechado y para cada cosecha, numero de turiones y calibre de cada
turion, utilizando las normas USDA. La menor densidad considerada permitio obtener
202 kg ha'cosecha!, mientras que para la mayor densidad, se lograron 167 kg ha'!
cosecha’!, correspondientes a 4 844 kg ha'! (a) para la densidad 1 y 4 008 kg ha™' (b) para
la densidad 2. Posiblemente este resultado se deba a que si bien se trata de una plantacion
joven, se les brind6 a las plantas el tiempo necesario para que puedan desarrollar un
buen sistema radical y es asi entonces que ya en su primer aiio de cosecha mostraron
competencia segin densidad. Respecto del numero de turiones producidos por planta,
la menor densidad permiti lograr 13 turiones, que pesaron en total 225 g, mientras que
la mayor densidad, 9 turiones que pesaron 179 g. Se logré una mayor proporcion de
turiones M, seguido de Sy de L.

Palabras Clave: Asparagus officinalis; coronas; marco de plantacion; sistema
de inicio.
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BEHAVIOR OF A GREEN ASPARAGUS CROP AT DIFFERENT
DENSITIES INITIATED BY THE TRADIOTIONAL SYSTEM
OF CROWNS

Ana M. Castagnino*, Patricia Sastre Vasquez* y Atoine Menest**

SUMMARY

For an asparagus bed to be able to reach optimal yield and produce
high quality spears, it is essential to perform a good plantation and
choose an adequate density. The aim of this paper is to study the effect
of two planting densities performed in two plantations using crowns.
Planting was done on 12/09/2003 using crowns of about 100 g, with the
following densities: D1= 25,000 pl ha' and D2= 17,857 pl ha'! corres-
ponding to the following planting frames 1,6 x 0,25 and 1,6 x 0,35,
respectively. This paper reports results of the first harvest performed
in 2005. Total fresh weight harvested was evaluated, as well as spear
number and thickness for each harvest, following USDA norms. The
lowest density produced 202 kg ha! harvest, while the highest density
produced 167 kg ha harvest!, corresponding 4,844 kg ha™' (a) for density
1 and 4,008 kg ha!' (b) for density 2. These results may be due to the
fact that although it was a young plantation, plants were given the
necessary time to develop a good rooting system and therefore in its
first year the crop results exhibited competition according to density.
Concerning the number of spears produced per plant, the lowest density
yielded 13 spears that weighed a total of 225 g, whereas the highest
density produced 9 spears that weighed 179 g. A greater proportion of
M spears, followed by S and L were obtained.

Key Words: Crowns; planting frame; initiation system.
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INTRODUCCION

Una de las decisiones mas importantes en el inicio del cultivo de espa-
rrago, Asparagus officianalis, es la densidad a utilizar, ya que la misma
repercutird en los resultados productivos durante toda la vida de la
esparraguera.

El cultivo de esparrago es plurianual, por lo tanto los errores cometidos
en esta etapa no son facilmente solucionables. Una buena plantacion
requiere tener en cuenta muchos aspectos complementarios, referidos a la
individualizacién del terreno mas oportuno, a una adecuada preparacion
del mismo, a la precision del manejo cultural, a la fertilizacion de fondo,
a la época y modalidad del trasplante (Sportelli, 2002), a la opcion entre
plantines y arafias para el inicio del cultivo y finalmente la densidad a
utilizar. Algunos autores como Falavigna (1988), han sostenido que este
cultivo no admite improvisaciones o arbitrarias variaciones de técnicas
y requiere intervenciones precisas y rigurosas.

Resulta de gran importancia para el cultivo del esparrago la eleccion
entre plantines o arafias. Entre las ventajas de ambos sistemas se destacan
que los plantines presentan mayor plasticidad en la programacion de
los trasplantes, y una mas elevada seguridad sanitaria; mientras que las
arafias si bien demandan un afio para su produccion, una vez trasplan-
tadas, desarrollan un sistema radical muy vigoroso y admiten desde el
comienzo un manejo de la plantacion de secano, en aquellos lugares en
los que las precipitaciones normales de la zona son de aproximadamente
1 000 mm anuales. La produccion de estas tltimas tampoco requiere de
tecnologias especificas como es el caso de los plantines.

Mientras las arafias deben ser trasplantadas a fines del invierno siguiente
a su siembra, o en la primavera, ya que las yemas de las coronas deben
estar dormidas, los plantines pueden ser trasplantados en primavera o
al comienzo del verano (Sportelli, 2002), lo que permite anticipar en
practicamente un afio el inicio definitivo del cultivo.

El esparrago tiene un periodo promedio de cosecha de 10 afios y llega al
maximo de produccion a los cuatro o cinco anos (Ellison, 1986 y Asprelli
et al., 2005). La extension de la vida total de la plantacion depende de
la densidad de cultivo utilizada.
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La comercializacion de este producto tanto en el mercado interno como
en el externo se basa en un producto de calidad excelente, por tipicidad,
seguridad alimentaria y trazabilidad y sobre una moderna organizacion
comercial. Para mantener el mercado es necesario que los turiones sean
verdes en los menos 80% de su largo, que estén presentados turgentes,
bien formados, sanos.

Para la plantacion ya sea que se trate de esparrago verde o blanco, es
preferible efectuar un implante precoz de modo que las plantas dispongan
de mas meses de vegetacion (Cattivelo et al., 2002).

Dado que los calibres de los turiones cosechados dependen del tamafio
de las yemas (y por ende del calibre de la corona que le da origen) y
que los distintos mercados de exportacion demandan calibres diferentes,
es necesario ajustar la densidad de cultivo en correspondencia con los
calibres exigidos por el mercado objetivo. El mercado europeo en general
demanda los mayores calibres mientras que EE UU requiere turiones
delgados (diametro de 7-17 mm). Esto ha motivado a los productores
a tratar de ajustar la densidad de sus cultivos, tendientes a lograr un
rendimiento y distribucion de calibres acorde a su mercado de destino.

El tamafo de las yemas estéa positivamente correlacionado con el tamafio
de los turiones (Nichols y Woolley, 1985). La dimension de los brotes que
la planta puede producir estaria gobernada por procesos genéticamente
determinados, aunque seria afectada por el tipo de manejo y el nivel de
reservas (Blasberg, 1932).

En experimentos realizados en Chile, con el fin de determinar el efecto
poblacional sobre el rendimiento total, rendimiento comercial y calidad
de los turiones a través del tiempo, empleando diferentes hibridos, los
resultados indicaron que al aumentar la poblacion, los rendimientos
total y comercial subieron hasta alcanzar un punto de estabilizacion, que
dependio del cultivar. En las poblaciones mas altas se tendi6 a mantener
el calibre o el peso de los turiones, disminuyendo la cantidad de turiones
por planta. Al doblar la poblacion habitual en Chile, el peso promedio de
los turiones disminuy6 9% como maximo. La calidad no vari6 en forma
importante entre poblaciones, si entre cultivares. En dicho estudio se
concluy6 que UC-157 F1 contintia siendo un cultivar conveniente pero
que deberia plantarse en una poblacion de 44 444 plantas ha'l, y que
nuevos hibridos como Pacific 2000 ameritan ser evaluados mas amplias
y exhaustivamente (Farias et al., 2003).
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La tendencia actual en paises del hemisferio sur es realizar planta-
ciones mas densas buscando, por un lado, mayor rendimiento y, por
otro, disminuir el calibre de los turiones (Gonzalez y Del Pozo, 2002),
de acuerdo a las demandas del mercado internacional (Paske, 1996).

La adecuada seleccion del cultivar es un factor prioritario para el éxito
de cualquier cultivo. Esto es ain mas significativo en especies perennes
como el esparrago, ya que su vida productiva debiera ser normalmente
superior a los diez afios. En la seleccion debe considerarse no sélo su
rendimiento total, sino también la calidad de sus turiones, ya que el
porcentaje de desecho puede variar significativamente entre cultivares
(Gonzalez y Del Pozo, 2002). Dentro del desecho, el mayor porcentaje
medido en peso o nimero de turiones, suele estar dado por esparragos
ramificados; esta fraccion es variable seglin cultivar y las condiciones de
produccion (temperatura, altura de corte, diametro del turion, densidad,
etc). En estudios de cultivares realizados por Krarup y Contreras (2002)
en Chile, en la VIII Region, por Nichols y Woolley (1985) en Nueva
Zelanda, lograron fracciones no exportables de la produccion total que
variaron entre 15-50% y 34-88%, respectivamente.

El crecimiento de los turiones de esparrago depende de la temperatura.
Existe concordancia entre diferentes autores en que las tasas de elon-
gacion diaria de los turiones aumentan entre temperaturas minimas de
7 a 10 °C hasta maximas de 25 a 30 °C, y que dichas tasas aumentan
también en la medida que el turion es mas largo (Blumenfield etal., 1961;
Nichols y Woolley, 1985; Souther, 1987; Dean, 1999).

En sus ensayos Blumenfield et al. (1961) calcularon, mediante analisis
de regresion, que aumentos de temperatura de 1 °C generaban aumentos
de 0,57 cm en las tasas de elongacion diaria, mientras que aumentos de
1 cm en la longitud del turion significaban aumentos de 0,35 cm en las
mismas tasas. Krarup y Mann (1997) presentaron tasas de elongacion de
5,6;7,4;y7,7cmdia’, en turiones de mas de 10 cm, asociadas a tempe-
raturas medias de 15,5; 16,6;y 19,8 °C, respectivamente. Ademas, existen
algunas evidencias que distintos cultivares presentarian diferencias en
sus tasas de elongacion (Krarup y Mann, 1997; Wilson et al., 1999) y
altura de ramificacion (Krarup y Mann, 1997; Nichols y Fisher, 1999).

En el manejo verde la induccidn de las yemas estd determinada por el

aumento de temperatura del suelo (Drost, 1997), mientras que el creci-
miento de los turiones depende fundamentalmente de la temperatura del
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aire (Krarup y Krarup, 1987), ya que la mayor velocidad de crecimiento se
ubica por debajo del extremo apical del turion (Keuls y Post, 1957).

El rendimiento y calidad de cualquier cultivo esta determinado por un
componente genético y un componente ambiental (Holliday, 1960). El
componente genético esta dado por el cultivar utilizado y el componente
ambiental esta dado por numerosos factores, entre ellos, la poblacion
de plantas por unidad de superficie. El turién o producto comercial del
esparrago, por ser una estructura vegetativa, al aumentar la poblacion
presenta una respuesta en sus rendimientos que se define como una curva
de hipérbola rectangular (Holliday, 1960).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de dos densidades en
el cultivo de esparrago verde en una plantacion efectuada mediante el
empleo de arafias.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se inici6 en la Chacra Experimental de la Facultad de
Agronomia, sobre la Ruta Nacional nimero 3, km 305, en el partido
de Azul, Provincia de Buenos Aires, sobre un suelo Argiduol tipico
el 12/09/2003, a través de la plantacion de arafias de esparragos verdes.

Etapa de realizacion de almacigo: La siembra del almacigo se efectud
el 20/08/01 manualmente, a una profundidad de 2 cm y con un marco de
siembra de 1,40 m entre hileras y 0,10 m entre plantas. Para el control
de malezas durante la etapa de almécigo se utiliz6, en preemergencia,
Linurén y se complement6 dicha aplicacion con limpieza manual en la
hilera y mecénicas con motocultivador entre filas. Como las condiciones
climaticas del afio de siembra no resultaron muy favorables debido a lluvias
excesivas, a bajas temperaturas que dificultaron la emergencia y a un
periodo estival posterior con pocas precipitaciones, se resolvid extender
un afo mas la etapa de almacigo a fin de facilitar que las arafias adquieran
un tamafio adecuado para el trasplante definitivo. Fue asi que recién se
cosecharon las mismas al invierno siguiente al que estaba previsto.

Las arafas una vez extraidas en forma semi-mecanizada (efectuando el
descalzado mecanico y la extraccion manual) fueron lavadas, seleccio-
nadas y desinfectadas mediante el empleo de 2 fungicidas: uno sistémico
(Benomil) y uno de contacto (Captan).
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La preparacion del lote consistio en dos cinceladas cruzadas, dos pasadas
de rastra de discos y una de motocultivador. Previo al trasplante se
abrieron surcos a una profundidad de 25¢cm con motocultivador equipado
con aporcador. Se efectuo fertilizacion de fondo en bandas de 0,30 m con
fosfato diamonico. Las dosis utilizadas fueron de 300 kg ha™’.

Se realizaron controles de malezas quimicos, manuales y mecanicos
durante el aflo de implantacion. En el primer caso se utilizo Linuron a
razon de 2 1 ha''.

Etapa de plantacion de ensayo a campo: La plantacion a campo se
efectuo el dia 12 de septiembre de 2003, utilizando un disefio completa-
mente al azar con 2 tratamientos de densidad: 1) D1 densidad de siembre
de las aranas a 25 000 pl ha''; 2) D2 densidad de siembra de las arafias a
17.857 pl ha'!, correspondientes a los siguientes marcos de plantacion:
1,60 x 0,25 my 1,60 x 0,35 m, respectivamente.

La profundidad de plantacion fue de 0,30 m. El nimero de surcos parcela’!
fue de 3 y el total de &, incluyendo borduras. El largo del ensayo fue de
48 m. Se emplearon arafias de entre 100 y 150 g cada una.

A partir de la plantacion se procedid a efectuar las labores culturales
necesarias para el mantenimiento de dicho ensayo libre de malezas y
de plagas. Se realizaron controles de malezas quimicos, manuales y
mecanicos durante el afio de implantacion. En el primer caso se utilizé
Linurén a razon de 2 1 ha''. Se efectuaron remociones superficiales con
motocultivador en entrefila y manuales en las hileras a razén de cinco
anuales con una periodicidad promedio de 1,5 meses. El producto apli-
cado el segundo afio fue el mismo que durante el primero y al tercer afio
se procedid a aplicar Atrazina en preemergencia de las malezas. Para el
control de plagas se utilizé un insecticida sistémico, Imidacloprid.

Primer periodo de cosecha: El primer afio de evaluacion de rendimiento
correspondid 2005, en el periodo comprendido entre el 24/09/05-04/11/05.
La frecuencia de cosecha utilizada fue dia por medio al comienzo y
posteriormente diaria, acompafiando la evolucion de la temperatura y
precipitaciones (ver Figura 1). Los esparragos una vez cosechados fueron
lavados, cortados a 22 cm de largo y posteriormente calibrados y pesados.

Para las determinaciones de peso se utilizd una balanza electronica
“Sensotronic” SE 500.
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FIGURA1. Distribucion porcentual de calibres segiin densidad.

Evaluaciones efectuadas: Se evaluaron las siguientes variables: peso
fresco total cosechado y para cada cosecha, nimero de turiones y calibre
de cada turion, utilizando las normas USDA definidas para Asparagus
officinialis para los distintos calibres: XL, L, M, S, XS y asparagina.
Se realizé un analisis de la varianza, con un disefio completamente al
azar y con cuatro repeticiones, considerando como factor: la densidad
de plantacion. Para determinar las diferencias entre medias se uso la
prueba de rangos multiples de Duncan. Se utilizé un nivel de confianza
del 5% para todas las pruebas estadisticas.

Las precipitaciones del ano de evaluacion fueron en total de 730 mm,
tal como se muestra en la Figura 2 a continuacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento total
Promedio general
La produccion total del ensayo fue de 4 426 kg ha' y de 184 kg ha’

cosecha’!. La produccion en niimero de turiones fue de 227 876 y 9 495
por cosecha.
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FIGURA?2.  Precipitaciones del afio 2005 correspondiente al primer
afio de cosecha.

Rendimiento segun densidad

Como resultado general de todo el periodo de cosecha, se logrd una
diferencia significativa para la menor densidad considerada que en
promedio permitio obtener 202 kg ha! cosecha!, mientras que para la
mayor densidad, se lograron 167 kg ha! cosecha™!. Como rendimiento
total del periodo, se obtuvieron 4 844 kg ha' (a) para la densidad 1 y
4 008 kg ha! (b) para la densidad 2.

Posiblemente este resultado se deba a que si bien se trata de una plantacion
joven, se les brind¢ a las plantas el tiempo necesario para que puedan
desarrollar un buen sistema radical y es asi entonces que ya en su primer
afo de cosecha mostraron competencia segin densidad.

Si bien la densidad 1 permiti6 lograr una mayor produccion, en general
del periodo, tal como se muestra en el Cuadro 1, los resultados indivi-
duales obtenidos a lo largo de las 24 cosechas realizadas no resultaron
significativos para la gran mayoria de las mismas, tal como se observa en
la Figura 3, respecto de las dos densidades consideradas. Posiblemente
esto se deba a que, al tratarse de una esparraguera joven en su primer aio
de produccion aln las plantas que la integran no muestran competencia
entre si, en muchas de las cosechas individuales.

En este caso, el rendimiento depende del tamafio de turiones y este a su
vez depende del tamafio adquirido por las yemas de las aranas que les
dieron origen. Las dimensiones adquiridas por dichas arafias estarian
definidas por la densidad utilizada. Este hecho tendria su origen en los
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procesos fisiologicos que regulan el crecimiento vegetativo, ya que el
diametro del turion esta relacionado con el tamaiio de la arafia, el nimero
de yemas y la cantidad de carbohidratos disponibles (Blasberg, 1932).
Evolucion a lo largo del periodo de cosecha es observable en la Figura 3.

CUADRO 1. Influencia de la densidad de plantacion sobre el rendi-
miento comercial de esparrago verde, en nimero de
turiones y en peso fresco.

Rendimiento Densidad 1  Densidad 2
Promedio cosecha! (kg ha') 201,85 (a) 167,00 (b)
Peso Fresco Total kg ha'! 2005 48444 (a)  4008,0 (b)
Promedio cosecha! (kg ha') 9447 (a) 9543 (a)
Numero de turiones  Total kg ha™' 2005 226 728 (a) 229 025 (a)

Del mismo modo que la produccion en kg ha™! en la mayoria de las cose-
chas individuales efectuadas resulto significativo solo para algunas de
ellas, el nimero de turiones cosechados por cosecha mostrd el mismo
comportamiento, tal como lo indica en la Figura 4 a continuacion.

Un aumento de temperatura induciria una actividad metabdlica superior,
promoviendo el desdoblamiento mas rapido de reservas, y al poner una
mayor cantidad de azlcares a disposicion de las yemas en un periodo
mas corto se incrementaria notablemente la tasa de emision de turiones
cuando las plantas brotan mas tardiamente (Drost, 1997). Evolucién de
la produccion de turiones para los distintos calibres es observada en el
Cuadro 2, Figura 4.

Por tratarse del primer afio de cosecha, como era de esperarse se logrd
una mayor proporcion de turiones M, seguido de S y de L, tal como se
muestra en el Cuadro 2. Posiblemente a medida que dicha plantacion
vaya evolucionando en edad, permita lograr una mayor proporcion de
turiones XL y L. No se cosech6 un gran nlimero de esparragos de muy
bajo calibre cominmente denominados asparagina debido a que se tuvo
la precaucion de respetar los indicadores de cosecha, y se concluyo el
periodo de cosecha ni bien la esparraguera comenzé a producir una mayor
proporcion de esparragos de los menores calibres.
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FIGURA3.  Evolucion del peso fresco de turiones cosechados a lo
largo del periodo de cosecha.

Con la menor densidad de plantacion utilizada fue posible obtener una
mayor proporcion de turiones de los tres mayores calibres, mientras que
con la mayor densidad se logré una mayor proporcion de turiones de los
tres menores calibres, tal como se observa en Figura 1. Posiblemente
dicho resultado se debe al mayor tamafio adquirido por las coronas y por
las yemas que las componen, utilizando la menor densidad.

Por tratarse del primer afio de cosecha de esta esparraguera, el rendimiento
promedio general de 4 426 kg ha™!, correspondié a un peso promedio por
turion de 19,4 g, lo que resulta alentador.

La menor densidad permitio lograr turiones de peso promedio superior,
correspondiente a 21 g, por lo que puede suponerse que la misma resulta
mas conveniente para aquellos casos, en los que el objetivo productivo
es la comercializacion de turiones de mayor calibre. Por el contrario,
la mayor densidad permiti6 lograr turiones de peso significativamente
inferior, correspondiente a 17,5 g, aptos para el mercado de EE. UU.

En numero de turiones, la evolucion a lo largo de las cosechas fue

similar, mientras que dado el peso promedio por turiéon mencionado, la
densidad 1 resulto significativamente mas favorable, ya que las araiias
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al disponer de mayor espacio, lograron yemas mas grandes apta para la
produccion de turiones mas grandes respecto de la densidad 2.

25000
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Cosecha

Ndmero de turiones ha*

‘—O—Densidad 1 —#—Densidad 2 ‘

FIGURA4. Evoluciéon del nimero de turiones a lo largo de las
sucesivas de cosechas.

La porcion perenne de la planta produciria afio tras afio un nimero mayor
de yemas que dan origen a turiones de tamafio comercial y no por un
aumento del diametro de las yemas en si mismas, ya que el grosor de
los turiones es un caracter que queda definido en el primer afio produc-
tivo para toda la vida util de la esparraguera (Cointry et al., 2000). Esto
indicaria la necesidad de plantar coronas de buen calibre, de 100 a 150 g.

En el caso del esparrago, la cantidad de fotoasimilados almacenados
en las raices actuaria como recurso limitante en la determinacion del
numero y el didmetro de los turiones de modo que un mayor numero
implica un menor diametro y viceversa, existiendo una compensacion
entre ellos (Cointry et al., 2000). Como lo encontrado por Ellison en
1986, trabajando con las mismas plantas durante tres afios consecutivos,
se observd que los rendimientos maximos provinieron de plantas que
tenian muchos turiones grandes, y que las plantas con muchos turiones
pequefios o con pocos turiones grandes no tuvieron altos rendimientos.
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CUADRO 2. Efecto de la densidad de siembra sobre la distribucion
de calibres en la produccion turiones total obtenida
(N° turiones ha'').

Densidad
1 2 Total

Promedio Porcentaje Promedio Porcentaje Promedio Porcentaje

XL 16277 7 6661 3 11 469 5
L 45379 20 30274 13 37827 17
M 103812 46 99 074 44 101 443 45
S 41 650 18 65013 29 53332 24
VS 14 672 6 18 549 8 16 611 7
ASP 4705 2 7542 3 6124 3

A medida que avanza la temporada de cosecha en primavera, las altas
temperaturas causan la apertura prematura de los extremos de los turiones,
haciendo que se ramifiquen a baja altura, volviéndose una proporcion de
los turiones cosechados no comercializables (Ellison, 1986), y ademas
hace necesario incrementar la frecuencia de cosecha a fin de minimizar
la proporcion de turiones abiertos prematuramente.

La disponibilidad de arafias de tamafio uniforme y una adecuada densidad
da la posibilidad de disponer de una plantacion de esparrago de brotacion
uniforme, lo que facilita el logro de una produccién mas concentrada.

Este trabajo se ha efectuado basado en el uso del hibrido UC 157, ya que
¢éste ha demostrado a lo largo de muchos afios una amplia adaptacion
a las condiciones de cultivo de Argentina especialmente a su latitud
intermedia. Como actualmente existen en el mercado nuevos hibridos
de origen nacional, como Surefio INTA-FCA, Neptuno FCA-INTA,
Mercurio FCA-INTA, Lucero FCA-INTA y Pampero FCA-INTA, de los
cuales al menos el primero ha superado al UC 157 en peso y numero de
turiones producidos aptos para el mercado, en el futuro serd necesario
realizar estudios de densidad sobre dichos hibridos a fin de determinar
si su comportamiento es similar al logrado en el presente estudio.
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El rendimiento y calidad de cualquier cultivo esta determinado por un
componente genético y un componente ambiental (Holliday, 1960). El
componente genético esta dado por el cultivar utilizado y el componente
ambiental estd dado por numerosos factores, entre ellos, la poblacion
de plantas por unidad de superficie. El turidén o producto comercial del
esparrago, por ser una estructura vegetativa, presenta una respuesta en
sus rendimientos que se define como una curva de hipérbola rectangular
(Holliday, 1960).

El sistema radical del esparrago es extenso y en la plantacién mas densa
pudo haber problemas de entrecruzamientos, lo que podria haber afectado
la calidad de la cosecha, incidiendo en el diametro de las yemas que
dieron origen a los turiones.

Posiblemente la densidad no solo esté definida por el nimero de plantas,
sino también por la acomodacién de éstas y la interaccion con otros
aspectos de manejo, por lo que seria necesario estudiar si a la misma
densidad pero con otros aspectos de manejo, por lo que seria necesario
estudiar si a la misma densidad pero con otra distribucidn se repiten los
resultados logrados.

El esparrago es una de las pocas especies horticolas dioicas. Las plantas
femeninas son menos productivas, pero producen turiones mas gruesos,
mientras que las plantas masculinas son mas productivas y producen
turiones mas finos (Cattivelo, 2002). Actualmente existen en el mercado
hibridos stiper machos, cuya produccién es mas uniforme respecto a los
heterocigotas tradicionales, como el UC 157 utilizado para este ensayo,
pero dada la interaccion genotipo-ambiente, no siempre mantienen la
produccion en el tiempo.

CONCLUSION

- La densidad de 17 857 pl ha! permitio lograr turiones de peso
promedio superior, correspondiente a 21 g, por lo que puede suponerse
que la misma resulta mas conveniente para aquellos casos, en los que
el objetivo productivo es la comercializacion de turiones de mayor
calibre. Por el contrario, la densidad de 25 000 pl ha!' permiti6 lograr
turiones de peso significativamente inferior, correspondiente a 17,5 g,
aptos para el mercado de EE. UU.
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- Laevolucién del numero de turiones, a lo largo de las cosechas fue
similar, mientras que dado el peso promedio por turidon mencionado, la
densidad 1 resulto significativamente mas favorable, ya que las arafas
al disponer de mayor espacio, lograron yemas mas grandes aptas para
la produccion de turiones mas grandes respecto de la densidad 2.

- Respecto del nimero de turiones producidos por planta, la menor
densidad permitio lograr 13 turiones, que pesaron en total 225 g,
mientras que la mayor densidad, 9 turiones que pesaron 179 g.

- La menor densidad permiti6 lograr mayor proporcion de turiones de
los tres mayores calibres, por lo que puede concluirse que la misma
se adapta mejor cuando el objetivo productivo es la produccion de
turiones de elevados calibres.

- Losresultados logrados en promedio de todo el ensayo de 4 426 kg ha
para el primer afo de cosecha resultan alentadores e indican que, en
el actual contexto socioecondmico argentino, el esparrago constituye
una alternativa productiva con gran potencial por sus posibilidades de
posicionamiento en mercados del hemisferio norte en sus diferentes
gamas (en fresco e industrializado).
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RESUMEN

En la actualidad se cuenta con un protocolo de regeneracion de plantulas de onoto, Bixa
orellana L., mediante la embriogénesis somatica (ES) a partir del cultivo de anteras, el
cual ha sido probado eficientemente en varios genotipos. Con la finalidad de determinar
si las plantulas obtenidas eran haploides, o si habia ocurrido una duplicacion espontanea
de los cromosomas, se realizaron estudios citogenéticos a embriones normales y anor-
males, asi como a plantulas cultivadas in vitro y plantas aclimatadas regeneradas por
esta técnica en umbraculo. Se describen los procesos de prefijacion, fijacion, hidrolisis
y tincion mas eficientes para cada uno de los materiales evaluados. Las observaciones
citologicas realizadas mostraron que fueron haploides (n=8 cromosomas), percibiéndose
una gran estabilidad en el numero cromosomico en las diferentes fases evaluadas. Estos
estudios ponen en evidencia la importancia de obtener informacion relevante sobre la
estabilidad genética que permitiria establecer protocolos con el uso de agentes mutagé-
nicos (colchicina) en programas de mejoramiento en onoto donde se pretenda obtener
plantas dihaploides ciento por ciento homocigotas, mediante la técnica de ES a partir
del cultivo de anteras.
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NOTA

CYTOGENETIC STUDIES OF ANNATO EMBRYOGENIC
STRUCTURES AND REGENERATED PLANTLETS
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Paola I. Artioli G.*** y Jonas Mata**

SUMMARY

At this time, a protocol for regeneration of plantlets through somatic
embryogenesis from annatto, Bixa orellana L., anthers has been effi-
ciently achieved in different genotypes. In order to verify if plantlets
obtained were haploid or if spontaneous chromosome duplication had
occurred, cytogenetic studies were made on normal and abnormal
embryos, as well as on in vitro cultivated and acclimatized plants
regenerated by this technique in the greenhouse. A description of the
most efficient processes of prefixation, fixation, hydrolysis and dyeing
for each genetic material evaluated is presented. According to mitotic
countings, they were all haploids (n=8 chromosomes), showing great
stability in chromosome number at different phases. These studies
indicate the importance of obtaining relevant information on genetic
stability in order to establish protocols using mutagenic agents such as
colchicine in breeding programs where dihaploids annatto plants are to
be obtained by means of somatic embryo techniques from anther culture.

Key Words: Bixa orellana L.; anther culture; haploid.
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INTRODUCCION

En estudios recientes sobre la embriogénesis somatica (ES) en onoto,
Bixa orellana L., se demostré la capacidad de inducir callo y regenerar
plantas a partir del cultivo de anteras (Michelangeli de Clavijo et al.,
2002a). Esto representa una herramienta muy util ya que la produccion
de haploides y posterior generacion de individuos homocigoéticos en
una sola generacion permite acortar la duracion de los programas de
mejoramiento genético, comparado con las técnicas convencionales
(Moraes-Fernandes et al., 1999).

Mediante la homocigocidad, es posible la produccion de hibridos F1
puros; ademas facilita al mejorador en los estudios de herencia y combi-
nacion de caracteres deseables, asi como la distinciéon de mutaciones
recesivas de forma inmediata, evitando la aparicion de quimeras (Pierick,
1990). A través de la seleccion de individuos homocigotas se pueden desa-
rrollar nuevas variedades con caracteres deseables como el incremento
de la cantidad y calidad (color) del pigmento producido en las semillas
de onoto, asi como uniformidad en la cosecha, capsulas indehiscentes y
resistencia a plagas y enfermedades.

La mayoria de las plantas obtenidas por cultivo de anteras son haploides;
sin embargo, en algunas especies ocurre una duplicacién espontanea
de los cromosomas en las primeras etapas de desarrollo de callo y de
regeneracion de la planta (Guo y Pulli, 2000; Roca et al., 1991). En otros
casos, para que ocurra el proceso de diploidizacion se requiere el uso
de agentes mutagénicos como la colchicina, que inhibe la formacion de
microtubulos y la migracion polar de los cromosomas, lo que resulta en
una célula con niimero cromosdmico duplicado (Barnabas et al., 1999;
Redha et al., 1998).

Adicionalmente, la variacion somaclonal es un fenomeno general que
pudiera surgir tras la regeneracion de plantas a partir de una fase callosa
como consecuencia de variaciones genéticas, por tanto puede exhibir
caracteres fenotipicos o bioquimicos diferentes a los del material
parental original. Tales cambios a veces resultan indeseables porque
pueden asociarse con una inestabilidad cromosémica (Lindsey y Jones,
1992) o necesarios como fuente de nueva variabilidad para los programas
de mejoramiento (Tabares et al., 1991).
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Por tanto, cuando se llevan a cabo investigaciones sobre morfogénesis
in vitro, particularmente cuando éstas involucran una fase de callo o se
usan como explante tejidos de anteras y/o microsporas, sea con fines de
mejoramiento o propagacion, se hace necesario evaluar todo el proceso
de desarrollo de embriones y plantulas para determinar su estabilidad. En
consecuencia, es imprescindible conocer inicialmente el nimero cromo-
somico gametofitico de la especie bajo estudio y contar con protocolos
de contaje de cromosomas que permitan comprobar la posible presencia
de variaciones en el nimero cromosdmico.

En tal sentido, en onoto se cuenta con estudios citogenéticos a partir de
células madre de las microsporas en metafase I donde se confirmé el
nimero cromosomico haploide de n=8 cromosomas (Michelangeli de
Clavijo et al., 2002b), pero se necesita informacion sobre la estabilidad
de los ES obtenidos a partir de cultivo de anteras.

En la presente investigacion se planted como objetivo determinar el nivel
de ploidia durante todas las fases de la ES a partir de cultivo de anteras
hasta la regeneracion de plantas de onoto; es decir, en ES, plantulas in
vitro y plantas aclimatadas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos y el
Laboratorio de Citogenética del Centro de Investigaciones en Biotecno-
logia Agricola (CIBA), de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Central de Venezuela. Se utilizaron ES (normales y anormales) y plantas
de onoto obtenidas por cultivo de anteras en medio suplementado con
ANA (4mg 17') y BA (2 mg 1I''; Michelangeli de Clavijo et al., 2002a y
b), tanto en fase de plantula como aclimatada en invernadero, asegurando
el estudio citogenético a lo largo de todas las fases involucradas en el
proceso (embrion-planta).

Estudios citogenéticos

El procedimiento empleado para el estudio citogenético de los embriones
(normales y anormales) consistio de una prefijacion con solucion saturada
de paradiclorobenceno durante 2 horas, seguido de 3 lavados con agua
destilada de 2 min cada uno, después una fijacion con una solucion de
Carnoy (etanol 95%: acido propidnico 3:1) a 60 °C por 15 min y final-
mente, 3 lavados de 5 min con etanol 70%.
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Para el proceso de tincion, se procedio a colocar los embriones sobre un
portaobjeto al que se le afiadié una gota de carmin propionico 2%. Segui-
damente, se paso sobre la llama de un mechero, evitando su ebullicion y
eliminando el colorante con un papel secante; este proceso se repitié 3
veces consecutivas. Nuevamente se agreg6 una gota de colorante, presio-
nando la masa embriogénica con una vara de vidrio. Con la ayuda de
una pinza se extrajo el exceso de tejido, se anadio otra gota de colorante,
colocandose en el cubreobjeto, retirando el exceso del mismo y sellandolo
de forma semipermanente con esmalte transparente para ufias.

En el caso de plantulas obtenidas por cultivo de anteras, se realizé una
prefijacion de las hojas igual a la descrita para masa embriogénica.
Seguidamente, fue efectuada la fijacion con acido citrico 0,1 N en buffer
citrato de sodio pH 4,4-4,8 a 60 °C por 15 min, seguido de 3 lavados de
2 min con Buffer citrato de sodio. Posteriormente se realiz6 una hidro-
lisis con acido clorhidrico 1 N a 60 °C por 7 min y 3 lavados con agua
destilada de 3 min cada uno.

Para el montaje se cortaron trocitos de hoja con la ayuda de un bisturi,
los cuales fueron aplastados suavemente con la vara de vidrio, agregando
una gota de acido acético 45% para después cubrirlo con cubreobjeto. El
cubreobjeto fue removido con hielo seco, realizando un pase rapido en
etanol 95%, para luego dejarse en la estufa a 60 °C por 2 h. Finalmente
se procedid a la incubacion con hidroxido de potasio (KOH) 0,07 N,
un lavado con Buffer fosfato de Sorensen pH 6,8 y secado en estufa a
55 °C por 24 h. La tincién se llevé a cabo con Giemsa 10% en Buffer
fosfato de Sorensen pH 6,8, un pase rapido en etanol 95% y montaje
permanente con Euparal.

En el caso de las plantas regeneradas por esta técnica y aclimatadas en
umbraculo, se realiz6 una prefijacion con 8-Hidroxiquinolina 0,03%
durante 2 h, seguido de 3 lavados de 5 min con agua destilada. La fijacion
se realizd con Carnoy (etanol 98% : acido acético glacial 3:1) a 60 °C
por 15 min, seguido de Etanol 70% (3 lavados de 5 min cada uno). A
continuacion, se realizé una hidrolisis similar a la efectuada en plan-
tulas; pero, pasando los trocitos de lamina foliar por una malla de 6 um
de didmetro con el fin de retirar restos de tejido y dejar solo las células,
esto debido a la mayor consistencia de los mismos. Seguidamente se
centrifugd a 10 000 rpm durante 20 min, eliminando el sobrenadante,
recogiendo el pellet en un portaobjeto con una gota de acido acético 45%,
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para ser colocado el cubreobjeto. La remocion de éste se hizo con hielo
seco y un pase breve en etanol 95%, dejandose sobre plancha a 38 °C
durante 24 h. Los procesos de incubacion y tincion fueron realizados de
forma similar al anterior.

Los registros fotograficos se realizaron con un microscopio 6ptico
y cémara digital, adosada a una computadora para la obtencion de
imagenes digitales con un aumento maximo de 1 600x.

Se efectuaron una serie de estudios preliminares con colchicina para
evaluar su efecto como agente de duplicacion cromosdmica en explantes
de callo embriogénico y ES, probandose diferentes concentraciones (100
y 500 mg 1!) afiadidas al medio de cultivo previamente esterilizada con
filtro milipore y dos tiempos de exposicion (48 y 72 h). Estos estudios
representan s6lo un inicio en las investigaciones con colchicina como
agente de duplicacion cromosdmica en onoto ya que no existen trabajos
previos en el area, por tanto se presenta un analisis general descriptivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante todo el proceso de ES a partir de cultivo de anteras hasta la
regeneracion de plantas de onoto en umbraculo no hubo evidencia de
variacion somaclonal ni de duplicacion espontanea de los cromosomas.
Las observaciones citogenéticas realizadas en ES normales y anormales,
asi como en plantulas obtenidas mediante el cultivo de anteras y plantas
regeneradas por esta técnica mostraron que fueron haploides, tomando
en cuenta que el nimero cromosoémico gametofitico de la especie es
n=8 cromosomas.

En la Figura 1 se muestra la regeneracion de plantas haploides de onoto
durante algunas de sus fases: masa embriogénica; @) plantula in vitro; b)
y planta de onoto aclimatada en umbraculo; C), asimismo, se presentan
células en metafase mostrando el nimero haploide (n=8 cromosomas)
en ES aglomerados (anormales); d), ES normales; €), plantula in vitro;
f) y planta aclimatada en umbraculo; g), estos estudios demuestran la
estabilidad en el nlimero cromosomico durante todas las fases de la ES
a partir de cultivo de anteras, hasta la regeneracion de plantas de onoto.

En relacion a los estudios citologicos preliminares con colchicina, los
explantes de callo embriogénico mostraron células en division activa,
isodiamétricas, citoplasma denso y pared celular definida (Figura 2); lo

134



MICHELANGELI de CLAVIJO et al. - Plantulas de onoto

que parece indicar que se trata de células embriogénicas. Por lo tanto,
bajo las condiciones de este estudio la presencia de colchicina en el
medio aparentemente no afectd el desarrollo de los ES. En el caso de
las células provenientes de los ES, los resultados fueron similares a los
de callo embriogénico.

Coa

Ve

FIGURA1.

Regeneracion de plantas haploides de onoto obtenidas
por cultivo de anteras; a) Masa de embriones en dife-
rentes estados de desarrollo; b) Plantula haploide a los
90 dias de cultivo en medio basico %2 MS; c) Planta
de onoto aclimatada en umbraculo; d) Cromosomas
(n=8) en embriones somaticos aglomerados tefiidos
con carmin propidnico 2% (1 600X); €) Cromosomas
(n=8) en embriones somaticos normales tefiidos con
carmin propionico 2% (1 000X); f) Cromosomas (n=8)
en lamina foliar de plantula cultivada in vitro tefiidas con
Giemsa 10% (500X); g) Cromosomas (n=8) en lamina
foliar de plantas aclimatadas en umbraculo tefiidas con
Giemsa 10% (200X). Las flechas sefialan los diferentes
cromosomas en su condicion haploide.
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FIGURA?2. Callos embriogénicos de onoto expuestos al agente
mutagénico colchicina.

En el trabajo no se evidencié duplicacion cromosomica (Figura 2),
indicando que las concentraciones de colchicina utilizadas fueron bajas
o el tiempo de exposicion a la misma fue corto. En consecuencia, se
deberan continuar realizando estudios con colchicina en callos embrio-
génicos para seguir evaluando su efecto como agente de duplicacion
cromosomica, tomando en cuenta factores como concentracion y tiempo
de exposicion, entre otros.

Una vez lograda la diploidizacion, las plantas entrarian en un programa
de mejoramiento con el fin de desarrollar nuevos genotipos de onoto con
caracteres deseables, tales como: incremento de la cantidad y calidad del
pigmento producido en las semillas, uniformidad en la cosecha, capsulas
indehiscentes y resistencia a plagas y enfermedades, entre otras. De esta
manera se formarian poblaciones de donde se podrian ofrecer al agricultor
materiales sobresalientes para la siembra.
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figuras de 1/2 pagina (9 x 11 cm). No es deseable usar letras mayusculas
en el titulo el cual debe colocarse en la parte inferior de la figura.

En caso de usar fotografias, las leyendas se describiran en hoja aparte,
con el respectivo nimero de la figura. Se requieren los negativos o diapo-
sitivas, marcadas por detras con lapiz suave, con el nimero de la figura
y el titulo del articulo.

Para las fotografias y otros dibujos digitalizados, los mismos deberan
procesarse en formato TIFF (cmyk). En cuanto a los gréaficos (lineas,
barras, tortas...) se recomienda utilizar Harward Graphic o Excel, adjun-
tando la informacién con la cual se elabora la figura, de tal manera que
cuando se requiere pueda ser modificada en la oficina de edicion de la
revista. No use innecesariamente graficos tridimensionales.

Debe evitar el uso del color en los graficos y demas figuras, ya que esto
encarece la edicion de la revista. De requerirse el uso del color en las
fotografias, agrapelas y numérelas secuencialmente.

Bibliografia. S6lo deben ser incluidas publicaciones que estén disponibles
en las bibliotecas; las comunicaciones personales seran citadas en el texto
al pie de pagina indicando el nombre completo y la direccion del autor de
la comunicacion, el afio en que se produjo. Las citas bibliograficas deben
ser ordenadas alfabéticamente siguiendo el siguiente esquema:

— Articulos de revistas: autor(es), colocar el apellido del primer autor y
luego la inicial del nombre, para los otros autores, primero la inicial
del nombre y luego el apellido (en mayuscula); afio de la publicacion;
titulo del articulo; abreviatura del nombre de la revista; volumen,;
pagina inicial y final del articulo.
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— Libros y folletos: autor(es), afio de la publicacion, titulo, editor o
traductor, nimero de la edicion, lugar de la publicacion (ciudad), casa
editorial, paginacion y serie.

— Articulos en una publicacion colectiva: autor(es), afio de la publicacion,
titulo del articulo, preposiciéon latina In subrayada o en negrita, y
seguida de dos puntos (:) y luego la referencia completa del libro.

— Tesis: autor, afio, titulo, la palabra tesis, el grado académico en forma
abreviada y en el mismo idioma en que esta redactada la tesis, ciudad,
pais, universidad, facultad y nimero de paginas.

Dos o mas articulos del mismo autor(es) deben ser ordenados cronolo-
gicamente, en caso de ser del mismo afio debe usarse letras mintsculas
a, b, c,d, etc.

Revision de los Manuscritos. La revista garantiza la confidencialidad
en el proceso de revision de los trabajos por parte de especialistas reco-
nocidos.

Estilo.

Los entes biologicos deben ser identificados por sus nombres cientificos
completos (binomial) en el titulo (cuando se requiera asi como en el resu-
men, summary y la primera vez que se mencionan en el cuerpo de trabajo.

Los nombres de productos comerciales deben evitarse, prefiriéndose el
nombre genérico. Cuando ello sea posible utilicelo seguido del simbolo®.

Los nombres de las variedades, cultivares e hibridos deberdn acompafiarse
de virgulillas o comillas simples s6lo cuando se mencionen por primera
vez en el resumen, en el summary y en el cuerpo del articulo.

Los suelos deben ser identificados taxondmicamente; si el nombre de la
serie no es muy conocido debera sefalarse la familia.

Los simbolos no tienen plural ni llevan punto (.) después de ellos, y solo
se escriben en mayusculas aquellos derivados de nombre propios Celsius,
Kelvin, Joule.

Los decimales deben separarse con coma (,) y no con punto (.). Las
unidades de mil o millén se indicaran con un espacio en blanco.

La abreviatura correspondiente a Agronomia Tropical es Agronomia Trop.
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Autor(es). Primer nombre completo, inicial del 2% y apellidos completos.
Después de los nombres se usardn asteriscos para identificar al pie de
pagina el cargo, la institucion y direccion postal donde trabajan. Debe
usar el nombre completo de la institucion con la abreviatura o sigla entre
paréntesis. Al pie de pagina puede identificarse, si es necesario, la insti-
tucion que financio el trabajo, o si es parte de una tesis de grado.

Resumen. Debe tener un maximo de 250 palabras (150 para las notas),
en un solo parrafo. Especificamente debe exponer cual es el objetivo
del trabajo, como se realizo, los resultados cuantitativos mas relevantes,
porqué son relevantes, y la conclusion. Los entes biologicos y los suelos
deben ser identificados por sus nombres cientificos cuando son mencio-
nados por primera vez en el resumen y en el summary y la primera vez
que aparezcan en el cuerpo del trabajo, tanto en castellano como inglés,
y no deben repetirse en el cuerpo del articulo.

Palabras Clave. Son aquellas que permiten identificar el topico que se
discute en el texto y que faciliten la elaboracion del indice de materias,
tratando de no repetir las que se usen en el titulo. Debe incluir los nombres
cientificos de los entes bioldgicos.

Introduccion. Debe estar formada por una breve referencia de los antece-
dentes que motivaron a la realizacion del trabajo; igualmente debe incluir
la revision de literatura con las investigaciones mas recientes que aporten
ideas fundamentales para la realizacion del trabajo. También incluira el
objetivo del mismo. Para las referencias bibliograficas se usara el sistema
de apellidos del primer autor y el afio de publicacion.

Materiales y Métodos. La presentacion debe ser clara y concreta,
siguiendo un ordenamiento loégico de las técnicas empleadas en la
investigacion y los materiales utilizados. Los procedimientos analiticos
y estadisticos usados deben ser descritos claramente o citados como
referencias bibliograficas.

Resultados y Discusion. Esta seccion debe satisfacer los objetivos que
se sefialaron en la introduccion, manejando la informacién cuantitativa
a través de cuadros o figuras a fin de transmitir en forma clara el signi-
ficado de los resultados obtenidos. Es necesario el uso de la estadistica
para verificar la validez de los resultados, cuando asi se requiera. La
discusion de los datos debera hacerse basada en los soportes disponibles
en la literatura.

Agradecimiento. Se utilizaran para reconocer a aquellas personas que
han hecho contribuciones sustanciales al trabajo o han prestado asistencia
técnica. Igualmente para reconocer a las instituciones que han brindado
apoyo financiero a la investigacion.
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Para mas detalles de estilo y presentacion obsérvese los tlltimos numeros

de la revista.

Los simbolos a usar son:

metro,
kilémetro,
decimetro,
centimetro,
milimetro,
micra

micromilimetro,

nanometro,

metro cuadrado,

hectarea,
metro cubico,
litro,

gramo,
kilogramo,
tonelada,
mega gramo,
miligramo,
microgramo,
nanogramo,

kilogramo/hectarea,
toneladas/hectarea,

megapascal,

grado Celsius,

grado Joule,
grado Kelvin

centimole por kilogramo,
gramo por kilogramo,
miligramo por kilogramo,
metro sobre el nivel del mar

Simbolo/abrev,

m’

km (10°m)
dm

cm (102m)
mm (10 m)

u
pm (10-°m),
nm (10°m),

ha

reemplaza

microm
Angstrom

bar
caloria

meq por 100g

ppm

La revista proporcionara gratis a los autores 25 separatas de sus trabajos.

Para reproducir un material o parte de él, debera obtenerse el permiso

de la revista.

Los manuscritos deben ser enviados al Editor de Agronomia Tropical,
INIA, Apdo. 2103, Maracay 2101, estado Aragua, Venezuela, acompa-
fados de una comunicacion en la cual se sefiale el autor a quién debera
dirigirse la correspondencia, su direccion, teléfonos de oficina y domicilio
y la firma de cada uno de los autores del trabajo.



Composicion: Carmen Elena Soldrzano
Montaje: Nury Castillo

Fotolito: Mario Pino y Nury Castillo
Impresion: Juan Salas y Eliseo Urena



Impreso en el Taller Grafico del INIA
Maracay, estado Aragua, Venezuela
Diciembre 2006
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