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INCIDENCIA DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS EN VENEZUELA'

G. PLAZA™
R, LASTRA**
JE MARTINEZ***

Citrus tristeza virus was detected by ELISA in 33% of the citrus trees tested in
Aragua, Carabobo and Yaracuy states. Virus-like particles with the shape and size of
CTYV were visuglized by electron microscopy. The severe symptoms resulted in the
decline and collapse of the affected trees High infestation with the aphid Toxoptera

citricida K. was found in all surveyed areas.

Introduccion

| n Venezuela se plantan comercialmente cerca
de 40000 ha de citricos, ubicades principal-
# mente en los Estados Aragua, Carabobo y Yara-
cuy. La mayoria de las variedades sembradas estdn in-
jertadas sobre naranja agria (Citrus aurantium 1.) pa-
tron que es preferido por los cultivadores debido a los
altos rendimientos, calidad de los frutos y su resisten-
cia a la pudricion de fa rafz, causada por Phiytophtho-
ra spp. En los ditimos dos afios la produceion ha des-
cendido debido a la presencia del virus de la tristeza
de los citricos (CTV).

1 Recibido para publicacion ¢l 18 de mayo de 1983,
Agradecemos al Ing, Agr. Nelson Morgado, Director de
Sanidad Vegetal, Ministerio de Agricultura y Cria, por
¢l financiamiento de este proyecto y también a las
siguientes personas por su ayuda en ln coleccion de
muestzas: Roland Mendt, Germdn Pérez y Ricardo
Castillo, FUSAGRI; Francisco Garrido, Al Carrillo,
Norma de Quintero ¥ Carlos Omafia, Sanidad Vegetal,
M.AC, LEdo. Camabobo; Juan Antolini, Sanidad
Vegetal, M.AC., Edo. Aragua; Maria L. Sosa, Sanidad
Vegetal, M.A.C |, Edo. Yaracuy

* Pivision de Sanidad Vegetal, Ministerio de Agricultura
y Cria.

#*  laboratorio de Virus de Plantas, LV.IC, Apartado
1827, Caracas 1010A Venezuela

#**  FUSAGRI, Capua, Edo. Aragua, Venezuels.

En 1950 se reportd en Venezuela una marchitez en
fos drboles de citricos, no obstante, la etiologia de la
enfermedad no estaba clara, debido a que el diagndsti-
co se baso solamente en la sintomatologia (3). La tris-
teza de los citricos {CTV) se menciona por primera
vez en Venezuela en 1960, sin embargo la enfermedad
estaba resiringida séio a unos pocos drboles en
un drea peguefia (6). La razdn principal para la focali-
zacion de la enfermedad se debid a que el vector
Toxoptera citrivida K. no estaba presente en el pais

Durante 1975 y 1976, T citricida se identificd
en las fronteras con Brasil y Colombia (7), el dlido se
expandié rdpidamente en Venezuela y hoy en dia se
erlcuentran altas poblaciones en casi todas las planta-
ciones de citricos La primera epidemia de la enferme-
dad comenzo en 1980, en el Estado Yaracuy y el vi-
rus fue identificado mediante el injerto a plantas indi-
cadoras, serologia y microscopia electrdnica (2, 7).

En este estudio se han muestreado las dreas mds
importantes de produccidn de citricos, para determi-
nar iz presencia de CTV y su distribucidn en Venezue-
la

Materiales y métodos
Las plantaciones de citricos fueron muestreadas en
las principales dreas cultivadas del pais. Se colectaron

muestras compuestas de drboles que presentaban sin-
tomas de la enfermedad y de drboles sanos en dreas
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cercanas 8 éstos. Los brotes jovenes de 10 cm de lar-
go, se zuardaron en bolsas pldsticas en hielo hasta lle-
gar al laboratorio para los andlisis Las muesiras se
guardaron a 4°C y se procesaron a los pocos dias de
haber sido recibidas.

El tejido de la corteza fue macerado en un meriero
o usando un homogeneizador de teiidos (Tissumizer,
Telkmar Co., Ohio, USA) a una dilucidn 1/20 (p/v)en
PBS-tween, pH 7 4, conteniendo 2% polyvinylpyrro-
lidone (PVP40)} para ensayos de inmunocabsecrcion
cen una enzima conjugada (ELISA) Para pruebas de
inmunodifusién con SDS, el tejido de la corteza fue
macerado v diluido 1/20 (p/v) con O 5% sodio dode-
cil suifato (SDS) (5). El antisuero usado en todas las
pruebas fue preparado en contra del aislamiento T4
de Florida (enviado gentilmente por el Dr. § M
Garnsey) La téenica usada para ELISA fue una modi-
ficacion del procedimiento de Clark y Adams, especi-
ficamente para CTV (1) Cada muestra fue analizada
por duplicado, utilizindose extracto de corteza de
plantas sanas de Citrus aurantifolia {CHR) Swingle,
provenientes de los invernaderos y bufer PBS-tween
pH 74, como controles. Los platos de ELISA fueron
leidos visualmente y medidos en espectrofotometre
a 405 nm_ Lecturas mayores de ¢ 4 fueron considera-
das positivas ya que los controles nunca fueron mayo-
res de 0.2

En {os estudios de microscopia electronica se utili-
24 tejido de nervadura central macerado en agua Re-
jillas de 400 mesh, cubiertas de una pelicuia de colo-
dign vy carbdn, se flotaron sobre el extracto de tejido,
enjuadas v coloreadas negativamente, usando 2% dci-
do fosfotingstico (PTA) Las rejillas fueron examina-
das en un microscopio electrdnico JEOL 100 B

Et virus de la tristeza de ios citricos fue transmiti-
do de plantas sospechosas a plintulas de Cirrus limon
injertando tejido foliar (4); las plantas injertadas fue-
ron cclocadas en un invernadero libre de insectos has-
ta el desarrolio de fos sintomas

Resultados

En los tres estados muestreadaos se encontraron dr-
boles con amarillamiento general del foilaje y anorma-
lidades a nivel de la unién patrén-injerto, tales como
“panal de abeja™ (honey combing), lo que sugirio fa
presenciz de CTV. Algunos de estos sintomas fueron
observados en las siguientes combinaciones patrén-
injerto:  Valencia/naranja agria; Pineapple/naranja
agria: California/naranja agris; Valencia/mandarina
cleopatra. Algunas de las plantas que mostraban sin-
tomas severos dieron resultados negativos cuando se
realizé la prueba ELISA También algunas plantas
aparentemente sin sintomas dieron resuitados positi-

vos con la misma prueba, estas plantas mostraron sin-
tomas de la enfermedad en observaciones subsiguien-
tes y algunas veces colapso de las mismas en pocas se-
Mandas.

Las pldntulas de Citrus limon, inoculzdas con teji-
do foliar de algunas de las plantas que mostraban sin-
tomas severos, desarroilaron un aclaramiento de las
nervaduras, aproximadamente 5 meses después de in-
jertadas las plantas probadas resultaron positivas,
cuando se les realizd la prueba ELISA y también se
vieron fdcilmente las particulas del virus al microsco-
pio electrénico. Los valores de absorbancia considera-
dos positivos para ELISA, fueron entre 04-2.3, en
todas las pruebas, ya que los valores de los testigos ne-
gativos nunca fueron mds altos que 0.2 Todas las
plantas fueron probadas por ef método ELISA, y las
gue resultaron fuertemente positivas con esia prueba,
también reaccionaron con una clara linea de precipi-
tacion en las pruebas de inmunodifusién con SDS
Particulas filamentosas caracteristicas de CTV fueron
observadas al microscopio electrénico en preparacio-
nes de extractos provenientes de muestras positivas.

Las edades de ios drboles en las plantaciones mues-
treadas estaban comprendidas entre 5 a 15 afios. To-
das las infecciones fueron comprobadas durante los
tltimos dos afios De los tres estados muestreados el
mids alto porcentaje de drboles infectados fue encon-
trado en Yaracuy (68.6% ), seguido por Aragua
{54 3% } y Carabobo {43 8% ) No obstante, hay indi-
caciones de que la enfermedad estd también presente
en el estado Monagas, al este del pais, ya que se ha en-
conttado el T’ citricida K.y una sintomatologia simi-
lar a la de CTV en esa drea,

Todas ias combinaciones patrén-injerto mds co-
minmente usadss en Venezuela fueron encontradas
infectadas por la enfermedad (Cuadro 1),

Discusién

Fl virus de la tristeza de los citricos fue identifi-
cado en Venezuela en 1960, la enfermedad estuvo
localizada en un drea muy pequefiz, con muy pocos
arboles afectados (6} Una posible explicacion para
esta localizacion fue la ausencia en Venezuela de un
vector eficiente del virus de ia tristeza Desde 1975 a
1976, cuando al dfido Toxoptera citricida K fue re-
portado por primera vez en Venezuela, se esperaba un
fuerte brote de la eafermedad En 1980, el mal se
enconird por primera vez en plantaciones comercia-
les {2, 7) vy a pesar de las medidas cuarentenarias to-
madas para erradicar este brote, la enfermedad se
expandid rdpidamente Durante los diltimos dos aflos
s¢ ha incrementado la cantidad de drboles afectados
en lzs principales plantaciones de los estados costeros.
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Cuadro 1. Especies y niimero de drboles de citricos infectados con CTV,

Nimero de drboles (positivos/N°® de muestras)

Especie o hibrido/patrdn Aragua’ Carabobo! Yaracuy' Total

Valenciz/naranja agria

(C sinensis L.JC. aurantim L} 957170 1437296 174/252 412/718

Washington nivel/naranjs agria

(C sinensis L.[C aurantivun L.} 13/39 16/87 6/12 35/138

Pineapple/naranja agria

{C sinensis L.JC aurantium L.} 36/55 55097 &8/6 97/158

Tangor/nasanja agria

(C sinensis L x C reticulaia blanco/C aurantiem 1) 01 0/4 0/1 /e

Tangorflimon rugose

(C sinensis £ x C reticulotn YlancofC jambliri Lush) 172 —f? - 172

Valencia/mandarina cleopatra

(€ sinensis L. [/C. reticulata blanco) - 0/4 - 0/4
Total 145/267 214/488 1861271 545/1026

} localidades muestreadas: Aragua 57, Carabobo 76, Yaracuy 53.

2 - no probadas.

La ripida diseminacion de la enfermedad, posible-
mente se debid a las altas poblaciones de T. citricida
K. encontradas en todas las dreas muestreadas. Otro
factor importante es gue la mayoria de los drboles
estdn injertados sobre naranja agria, la cual es muy
susceptible a la enfermedad.

Algunas plantas murieron a las pocas semanas des-
pués del inicio de los sintomas, sin embargo otras
mostraron sintomas suaves y continuaron fructifican-
do. Par lo tanto, existe la posibilidad de que en Vene-
zuela estén presentes diferentes cepas de este virus,

No se estudiaron asociaciones de CTV con otras
enfermedades de citricos, no obstante, la pudricion
de las raices producida por Phytophthora spp y sin-
tomas parecidos a los de Psorosis, fueron observados
en algunas fincas. Estamos conscientes que otras vi-
rosis deben estar afectando este cultivo en Venezue-
Ia, como es el caso particular de plantas injertadas so-
bre mandarina cleopatra, que presentan sintomas de
virosis, resultande todas las pruebas negativas para
CTV. Como este patron es tolerante a CTV, posible-
mente estas plantas deben estar infectadas con otros
virus.

En vista de la severidad de la enfermedad y la rdpi-
da expansién de la misma, deberia desarroilarse un

programa de certificacion de yemas y seleccion de pa-
trones tolerantes a tristeza para Venezuela,

Resumen

El virus de la tristeza de los citricos fue identifica-
do seroldgicamente mediante la técnica ELISA, en
53% de los drboles de citricos examinados en los es-
tados Aragua, Carabobo y Yaracuy. Particulas virales
con la forma y tamafio correspondientes al virus de la
tristeza fueron observadas al microscopio electronico,
en preparaciones provenientes de plantas que mostra-
ban sintomas de laz enfermedad. L os sintomas mds se-
veros causaron marchitamiento y colapso de fos drbo-
fes afectados Una alta infestacion con el dfido
Toxoptera citricida K. se encontrd en todas las dreas
examinadas.
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FLOWERING AND FRUIT-SETTING PATTERNS OF COCOA TREES
come (Theobroma cacao L.) (STERCULIACEAE) AT THREE LOCALITIES IN COSTA RICAY/

A M YOUNGH*

Resumen

El patrén mensual de floracion y llenado del fruto de un amplio niimero de dr-
boles de cacap, Theobroma cacao L. (Sterculiaceae } se estudio en tres sitios del Bosque
Tropical Humedo de Costa Rica Los sitios diferian en su grado de estacionalidad, con
un perfodo seco corto normalmente entre enero y marzo. Los drboles de cacao selec-
cionados se encontraban bajo diversos tipos de sombra En los tres sitios, sin importar
la sombra, se encontrd un descenso en la floracién cerca del final de la estacion Huvio-
sa, cuando lg precipitacion fue muy alta Dependiendo de la respuesta de los drboles
de sombra a lo sequra, la produccion de nuevas flores de cacao vario de mes a mes. La
Horacion y el llenado de frutos varid entre drboles mensualmente en todos los sitios,
dificultando la cuantificacion del patron estacional y enfatizando el valor de interpre-
tacion cualitativa de los datos relacionados con la floracion y el llenado de frutos
Cuando la cantidad de sombra se redujo por carda nanoal de hojas al final de la esta-
cion seca, la fluctuacion en la produccion de flores se incremento en la siguiente esta-
cion lluviosa. En dos sitios se noto un pico alto de Henado de frutos coincidiendo con
la elevada floracidn de la primera mited de lg estacion Huviosa. En todos los sitios
se presentaron varios picos de floracion y llenado de fruto. La interpretacion de los
diferentes niveles de lenado de fruto depende del efecto de los factores climdticos
sobre las poblaciones de insectos polinizadores en los diferentes sitios La incidencia
de la Monilia en los flutos aunentd durante los periodos de buen lenado de fiutos
¥y desaparecid duranie otros periodos del afio.

Introduction

easonal cycles of rainfall in the tropics consti-
tute a major force shaping the annual pheno-
e logical patterns of flowering and fruiting in
tropical trees (4, 10, 15, 17, 18, 19, 23} The tree
species Theobroma cacao 1. (Sterculiaceae) “Cacao”™
or “Cocoa”, exhibits marked differences in flowering

1 Received for publication on November 11, 1983

This research was funded by grants irom the American
Cocor Research Institute. | thank Drs J. Robert Hunier
and Gustavo Enriquez for logistical assistance in the
field, and for stimuiating discussions on cocoa phenology.
Mr. Gordon R. Patterson (Hershey Foods Corporation}
and Dr. Edward Ng (M & M Mass, Inc) provided useful
information in cocoa flower physiology. Rafael Quesada
and Jesus Sanchez assisted with the field work.

*  Inveriebrate Zoology Section, Milwakee Public Museum,
Milwaukee, Wisconsin, 53233 USA.

and fruit-set under widely varying regimes of rainfall,
temperature, and humidity both in the field and in
the tboratory (21, 22} Changes in photopertod and
temperature interact in complex ways to regulate
such phenological patterns in tropical plants (12,17,
19, 21} The description of flowering and fruit-setting
patterns in cocos under different naturally-accurring
regimes of climate is a major prerequisite $o under-
standing the adaptive significance of epergy allocation
in plants and the role of synchronous flowering on
fitness in plant populations (2, 13, 27) This paper
report such patierns for cocos trees at three tocalities
in Costs Rica

Study sites and methods

Mature cocoa frees, with established histories of
flowering and fruit production were studied at the
following three localities in Costa Rica: (1) “La Ti-
rimbina”, within 10 km of La Virgen (10°23'N,
84°07°W; 220 m elev), Heredia Province; (2)

Turrialba Vol 34, No. 2, 1984, pp. 129-142
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“CATIE” within 3 km of Turriatba (9°54°N,
83°41'W: 602 m elev ), Cartago Province; (3) “La
Lola”, within 15 km of Siquirres (10°06°N, 83°30'W;
50 m elev), Limor Province. The “La Tirimbina”
focality is within Premontanc Tropical Wet Forest,
“CATIE” within Lower Montane Tropical Wet
Forest, and “La Lola™ within Lowland Tropical Wet
Faorest (11}

Al La Yirimbina, iwo separate cacso {arms, “El
Uno™ and “La Tigra”, were studied Onc of these (La
Tigra) had s broken cunopy of advanced sccondary
growth forest, best described as a sunny habitat with
natural canopy The other plantation (El Uno) had a
unilorm canepy of Hevea brasiliensis rubber trees,
and is deseribed as a Heveg shaded habitat. At
CATIE, the canopy over the cocoa is 4 mix of planted
and naturally-occurring shade trees, and is best
descrived as a “‘partly shaded habitat” Two cocos
farms at La Lola were studied. One of these, “Area
A” consists of a dense uniform shade cover of pre-
dominuntly Erythring trees, while the other, “Area
B™, consists of 2 very broken disjunct canopy over
the cocoa These areas are considered as “shaded”
and “supny” habitats, respectively. The flowering
and fruit-setling patterns of individual cocoa trees
were studicd in each of these farms as a means of
comparing the relative effects of shade cover on
these phenologies Further descriptions of the Ef Uno
and La Tigra farms are given in Young (32, 33) and
for La Lola in Trojer {29) and Young (34).

The cocoa trees chosen for study at La Lola were
the variety “UF-29", a sclf-compatible clone thal
srows well under a variety of conditions. At CATIE,
the self-compatible variety “‘Catongo”, with many
characteristics similar to UF-29, was chosen At La
Tirimbina, the cocoa trees were of mixed varieties,
planted from the same seed stocks in both farms.
The trees in ail three localities were between 20 and
30 years old

A series of 20 randomly chosen trees were marked
with small yellow plastic tags. each with a code
number. in the El Uno farm and a second set of 20 in
the La Tigra farm A total of 52 trees were mariced in
the sume manner in the CATIE farm and 40 trees
gach in the two areas of the La Lola farm . A monthly
census of new flower buds, open flowers, and new
fruit (cherelles) was taken for each tagged tree
individuatly in ail farms. The census period at El Uno
and La Tigra was August 1978 through June 1981;at
La Lola it was June 1980 through January 1981
[n addition. three sets of 68 tagged trees at La Tigra
were sampled in the same manner from July 1980 to
June 1981, Two of the three additional sets of tagged
trees were located within a few meters of each other

and labeled the “A and B series”, while the third set
was situated further away from these trees. These
additional trees provided an expanded sample of trees
in different sub-areas of the La Tigra habitat These
census periods provided a representative sampling
of “phenological patterns during both wet and dry
periods st each locality. One trained worker did all
of the sampling at £l Une and La Tigra, and a second
trained worker did all of the sampling at CATIE and
Lz Lola For each area at each locality studied, all
of the trees were sampled on the same day, and at
about the same time each month. Al sampling
usually tock place between 8:00 am and 1:00 pm.

A census of a tagged trees was accomplished by
counting all of the buds, open flowers, and young
fruit on each tree. When such a count was completed
on a given dale, the young fruit (cherelles) were
removed and discarded Thus “young fruit” samples
consisted of cocoa pods thirty days or less in age in
all samples The census of such pods was considered
to be an adequate measure of fruit-set since even
discased pods within this time interval rerain on the
tree and can be easily counted Because fruits
represent a carbohydrate-rich physiological “sink”
for plant species (1), one that removes a major
source of nutrients that would otherwise be available
for production of leaves and flowers, the removal
of fruits in this study represents a source of bias in
the data on levels of flower production At the La
Lola cocon farms studied, the numbers of young fruit
bearing signs of the fungal disease Monilia roreri
were also recorded, providing information on changes
in level of infestation at different times of the year.
Symptoms of this disease are readily discerned on
infected pods in the field (7} Cherelle wilt was not
recorded

Climatic data were obtained either from CATIE
(for both CATIE and La Lola) or courtesy of Dr J
Robert Hunter for La Tirimbina.

Results

During the census period, the La Tigra cocoa trees
sampled produced a total of 126 308 flowers (buds
and open fMowers combined) and I 789 new (young)
fruit; the FEl Uno trees during the same period
produced 20 473 flowers and 1 247 new fruit
Although flower production was more than six times
greater in La Tigra, the levels of fruit production
between the two farms were very similar, differing
only by about 500 fruit This production spanned a
period of 29 months The 19-month census period
at La Lola vielded a total of 96 933 flowers for both
Areas A and B combined, and a total of 26 531 new
fruit The sunny habitat, Area B, produced 35 020
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flowers and 13 746 new fruit, while the shaded
habitat, Area A, produced 4] 913 flowers and 12 785
new fruit during the same period. Even though the
sample of trees studied was larger for La Lola than
for La Tirimbina (80 and 56 trees, resp ), flower
production for all trees studied at La Lola was
considerably lower than at the latter locality. The
reverse was true for production of new fruit For

the 52 cocoa drees censused at CATEE, a total of

40 684 flowers were counted, and a total of 4 571
new fruit wete produced during the [9-month census
period FEven though total flower production was
slightly less than half that at La Lola for a compa-
rable number of trees, fruit production was propor-
tionately much fower at CATIE than at La Lola for
the same time period As an indication of the effect
of shade cover on flowering, & comparison of the
March 1982 dry period census of flowers between
the shaded and sunny habitats at La Lola reveals
considerable difference: 16 735 flowers (418 37 #
20513, N = 40) were counted in Area A (shaded

habitat) and only 0 246 flowers (15615 = 11343,
N = 40) in the sunny habitat {(Area B) on the same
day (11 March, 1982 at 4:00 pm)

Tables 1 through 5 summarize the monthly
abundances of flowers and new fruit on trees at each
locality, and for different cocoa habitats within some
localities (La Tirimbina and La Lola) There is a
tremendous amount of intertree variation in ihe
numbers of flowers and fruit each month for a given
kabitat {Tables | 1o 5). Furthermore. the distribution
of flowers and fruit vary considerzbly from menth
at cach locality These data are characterized further
by extremely large standard deviations ¢at times
equal to the average), reflecting a great amount of
biological variability in these parameters and tree
reproductive behavior, and making it very difficult
to determine month-to-month patierns associated
with chanpes in focal climatic conditions At best,
the data are examined within the context of tropical

Table 1. Monthly mean abundances of flower buds, open flowers, and new fruit on twenty-eight mature cocoa trees ( Fiechroma
cacee L)Y in the El Une cocon farm in northeastern Costa Rica, Aupgust 1978 through JTanuary 1981

Flower buds Open {lowers Total New fruit

Date X 8D, XS0 X = 8.D. X:sD.
8 Aug. 1978 846+ 1B.65 332 6632 11.78 2533 171 285
30 Sept, 164+ 371 .50« 126 314 = 497 0602128
30 OQct 103+ 386 021+ 078 [24 1+ 464 0.21 =649
30 Nov. 160+ 3890 075 290 235 B.80 0.10 £ 0.41
15 Dec 106 491 1062 304 312 795 041 £498
15 Jan. 1979 324 740 134 = 321 4.58 2 1061 093 £ 407
15 Feb. 678 + 1363 414 + B27 1092+ 2190 057+1.10
17 Mareh 2044 £ 2079 7.13 ¢ 890 2757 £ 29 69 1.17+4.65
16 April 5810 £ 6369 26 96 = 3060 B506 £ 94 29 141+ 188
15 May 431726272 27.72 4570 70 89 + 16842 148 + 206
15 June 514 £ 1092 225: 580 139+16.72 0351098
18 Juiy 23 24 % 3553 10,10 £ 1943 33 34 £ 54.96 075¢126
17 Aug. 34 89 + 32.87 19,14 £ 2941 4403 £ 6228 G50 120
17 Sept. 4232 £ 63.01 2707 4173 69.39 ¢ 105 34 060+ 134
16 Oct 1742+ 37.77 1029 £ 19 50 271 £ 5727 667+ 0.88
19 Nov. 1.36 + 15.80 3 757 1115 %2357 6921146
17 Dec. 7.46 £13.23 389+ 543 11.35 + 18.68 (.14 ¢ 0 55
17 Jan. 1980 1174+ 1146 668+ i392 2442 %2238 0351081
16 Feb. i8.04 + 3365 1239+ 2509 3043 £ 5874 3.25 + 063
25 March 6.89 + 2520 346+ 13.89 1035+ 3909 0102040
11 April 339+ 1664 5681096 1507+ 2760 .37 2080
12 May 846 +18.57 346+ 769 11,92+ 26.26 14 + ) 58
15 June 13.53 £ 2912 700+ 16.89 26.54 + 46.01 .21 2001
15 Aug. 2157+ 3754 [1.46 + 2245 33.03 23999 0.39:1401
15 Sept. 28.29 + 46 93 1550+ 2792 43.79 2 14 .87 0252057
16 Oct. 2818 +4390 13.89 + 22 84 4207 £ 66.74 053086
15 Nov. 17893298 8.57 12092 24,23 £ 28.01 057114
16 Dec. 1460 + 18.31 571 £ 10 78 163222902 0.28 4+ 0.64
13 Jan. 1981 1946 + 3798 1100 % 2500 304626298 0.39 + 0 85
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seasonality in terms of those periods of marked
increase or decrease in flowering and fruit-set, that
is, a qualitative phenological pattern, rather than by
quantitative changes. The extreme variability of these
data precludes any wmeaningful interpretation of
possible correlations between flowering and climatic
factors in a quantitative sense Since the beginnings
and end points of these data sets are different in
some cases, the data are not entirely comparable.
Yet when the sample size of trees censused is
enlarged, as done for la Tigra cocoa, the same
patterns are seen in the expanded data (Tables 6
and 7), indicating that the sample sizes used provide
an adequate representation of phenological patterns

‘The monthly distribution of flowering is markedly
different between EI Uno and La Tigra cocoa farms
(Figure 1) in relation to the rainfail regime of this
locality. In La Tigra, the farm with the broken
canopy of native tree species, flower production
fluctuates regularly over relatively short periods
{1-2 months), with the most noticeable declines
in flowering occurring in short periods of reduced
rainfall of varying intensity (Figure 1). The trees in
this partly sunny and shaded habitat appear to be
acclimatized to the prevailing climatic conditions.
In marked contrast, flower production fluctuates
much more markedly over larger intervals at the
nearby El Uno farm (Figure 1). Peaks in flower

Table 2, Monthly mean abundances of flower buds, open flowers, and new fruit on twenty-eight mature cocoa trees {(Thecbroma
cacoo L.) in the La Tigra cocoa farm in northeastern Costa Rica, August 1978 through January 1981,
Flower buds Open flowers Total New Fruit
Date X: 8D X+ 5.D, X+ 8D, ¥:s8p.
7 Aug. 1978 13821 211901 3521 £ 4813 173,42 ¢ 167.14 089 +1.95
30 Sept. 148.82 2 133 11 67.17 + 56 87 21519 £ 189.98 096 + 1.45
30 Oct. 5514 + 4085 21.10 + 17.50 76.24 + 5835 0.78 + 1.34
30 Mar. 10335 « 11211 63.50 £ 6949 169 85 + 181.60 050103
15 Dec 79.06 + 106.07 50.07 £ 71 06 12913 17713 1.39 £ 2.57
15 Jan. 1979 7812« 104 20 4553 = 6432 123.74 £162.52 0752160
15 Feb, 6600+ 8553 39.75 + 55.09 105.75 + 140,62 146+ 191
17 Mas. 100.53 £ 11236 6300z 8724 163.53 £ 199.60 150216
15 April 93.80 + 9678 46.96 = 56 65 140.76 + 153 43 200225
15 May 74.56 + T71.63 3806 2 51 29 11262 £ 12892 153223
19 Jane 11077 = 11200 5361 6753 164 38 = 189.53 077¢135
18 Tuly 90,35+ 7639 7128 + 57.00 161.63+£13339 078 £1.13
17 Aug. 133,42 + 10643 79.50 + 69.76 21292+ 176.19 134 :1.81
17 Sept. 74 03 + 6941 47.89 +48.19 121,92 + 147 60 1602189
16 Oct. 17163+ 7218 97.66 + 50.79 26929+ 12297 2001204
19 Nov. 41.04 + 63.7C 2889 + 48 38 69.93 + £12.08 107164
17 Bec, 12814 = 52401 86 .86 = 41 59 21500« 9360 2.03+211
16 Fan 1980 78.18 + 9364 5261 + 6689 130.77 = 160.53 085138
19 Feb, 5714 = 8699 3368 + 56 57 9082 £ 143.56 1032142
25 March 101.36 + 143,98 597519736 161,11 £ 24125 067158
11 April 1754 ¢+ 8797 44 18 + 64.07 121 72+ 152,04 078=1.26
12 May 7821+ 64935 4721 + 4732 12542+ 11227 1622178
15 June 114,42 + 12338 76.14 + B1.89 190.36 + 24527 075132
15 Aug. 13418 + 7709 8586 t 5444 220.04 + £31 53 1.35+¢1.351
16 Sept 146,61 + 89.26 90.96 = 59.80 237,57 + 149.06 128+104
16 Oct. 138.89 + 64 43 B3 64 : 46 05 22353 £ 11048 142+ 104
15 Nov 53.35+ 4794 2314 + 21 47 7649 : 6941 100116
16 Dec 24 10+ 5827 1328 £ 38.03 3738+ 96.30 064128
13 Jan. 1981 817+ 3470 4 82+ 21.06 1299+ 53576 046 £ 090
15 Feb. 6.78 + 21.09 346+ 1381 1024 3490 067+ 110
15 March 1332+ 2794 742+ 18.72 2074 2 46.66 0.14 £ 0 44
13 April 3892+ 6664 16 .53 2 30.66 5545+ 9730 028 +0.58
15 May 5346+ 6236 27.21 + 4276 80 67 x 105.12 035076
14 June 6946 + 80.75 36.75 + 47.86 106.21 + 128 61 1.14 1+ 1.94
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Table 3, Monthly mean abundance of flower buds, open flowers, and new fruit for fifty-two cocon trees (Theohroma cacao 1.) in
the CATIE cocon farm at Tureialba, Cartago Province, Costa Rica, June 1980 through January 1982.

Flower buds Open flowers Total New Fruit

Date X=S8D, X = 8.D. X 8D, X'+ 8.D.
27 June 1980 3730+ 4044 575z 684 43.05 + 46.49 205 340
29 July 3900+ 3331 1534 £ 16.85 5434 £ 48.14 382: 384
29 Aug. 2798+ 2523 B1ilzx 740 36.09 + 31.86 1165+ 11.60
3 Qct. 15461392 573 % 561 2119+ 1906 440z 553
8 Nov. 2401 23022 667 B17 30693797 6§01+ 7.52
6 Dec. 17,75+ 22158 671+ 6125 2446 £ 27 55 3843+ 473
10 Jan 1981 542+ 8359 373+ 589 915+ 1428 232: 375
6 Feb. 325+ 569 338+ 597 6631144 129+ 221
5 Masch 338+ 585 111+ 195 450 765 182+ 297
6 Aprit 19.54 + 1503 7.06 x 1567 26,59« 3070 121+ 196
9 May 4509+ 3574 9.07+ 683 5417 + 4181 2161+ 320
8 June 77.96 + 3920 20,69 + 12.30 98 65 + 50 54 4806+« 311
10 July 6165+ 3878 1753 +1223 79.19 £+ 49 44 717+ 561
10 Aug. 5223 +£3592 2640 + 2043 7863 ¢ 54 BS 419+ 348
5 Sept. 3857224 71 1934 + 1348 579243703 463+ 353
19 Nov. 2946 + 17 64 703+ 410 3650+ 2071 834+ 651
16 Dec. 1932+ 1319 398+ 563 16.587 + 24 96 225+ 217
14 Jan 1982 12.21 + 13.3% 333+ 350 1571 £ 16.23 323+ 2133
16 Feb. 27.54 £ 23.50 823+ 746 30433578 592+ 532

Table 4. Monthly mean abundance of flower buds, open flowers, and new fruit on forty mature cocoa trees (Fheobrome cacae L) in
Area A (shaded habitat) of the La I .ol cocoa farm, near Siquirres, Limon Province, Costa Rica, June 1980 through January

1982.
Flower buds Open flowers Total New Fruit
Date X £ 8.D. X :5.D. X+ 8.0, X+8.D
20 June 1980 14612+ 9248 2530+ 16.48 17042 + 10576 2627+ 5809
18 July 340+ 508 125+« 1.89 465 641 742+ 6.50
1 Sept. 11371391 305 375 1442+ 1718 197+ 248
1 Qct. 1252+ 14 83 395+ 392 1647+ 1833 697+ 524
5 Nov., 635 719 375+ 426 10106+« 1105 10,00 + 12 33
5 Dec. 950+ 964 6472 616 1597+ 1516 1752+ 1623
9 Jan. 1981 1802 298 460+ 180 240+ 360 1135+ 1795
3 Feb. 400 705 1.80+ 298 580+ 983 315+ 448
8 Murch 63.25+ 4924 2070+ 1918 8395+ 6499 267+ 446
10 Agpril 116.52£ 9206 2937 £24 76 7200+ 80.06 7201024
7 May 7970 £ 43 09 4642 £ 2937 126 12+ 7129 2110 + 1385
4 June 153.07 = 96 50 55573820 20865+ 13291 8607 + 90 8C
9 July 87.50 £ 51.20 27.25 2 16 97 11475+ 6706 44 B7 + 4202
10 August 4101722 712+ 636 31224+ 2294 1247+ 911
3 Sept. 560+ 800 240+ 350 go0+ 1101 B57+ 642
20 Qct. 277121810 975+ BS57 37532+ 2587 845+ 532
24 Nov 245 396 1102 1.56 3535+ 516 565+ 4358
15 Dec. 030 093 002+ 015 033+ 093 475+ 338
13 Jan. 1982 0.15: 057 015+ 037 G030+ 113 225+ 183
15 Feb. 346752222 1235+ 10 55 4702+ 3201 0.52+ 119
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Table 5. Monthly mean abundance of flower buds, open flowers, and new fruits on forty mature cocoa trees (Theobroma cacao L.} in
Area B (sunny habitat) of the La Lola cocoa farm near Siquirres, Limon Province, Costa Rica, June 1980 through January
1982,
Flower buds Open flowers Total New Fruit
Date X+ ¥:8D. X+ 5.D, X+8.D.
20 June 1980 385.121.85 10562 + 5558 491 00 = 161 54 390+ 3.36
18 July 2105 2064 857+ 873 29.62 + 2821 980+ 774
§ Sept. 1502+ 1379 255+ 263 1757+ 1591 2107+ 18.19
1 Qct. 1250+ 13.55 6022 493 1852+ 1737 1947« 17,60
5 Nov. 1092+ B.64 520+ 330 16 12+ 10.89 32,77 + 23 41
5 Dec. 412+ 600 325+ 410 737x 990 2675 £ 30 56
G Jan 1981 017+ 063 020« 051 037+ 105 1035+ 667
3 Feb. 017+ 1.10 0052 0.31 022+ 142 160+ 299
& Masch 1745+ 2565 3.85x 7.15 2130+ 32.08 017+ 067
10 April 13742+ B1.89 3337+ 21.25 170 80 = 101.94 501+12.53
7 May 4840 + 3164 20,57+ 14.41 68972 4402 1180+ 1505
4 June 135,15 2 104 01 3120+ 24 84 166.35 + 125 81 22502178
8 Fuly 84,25+ 79.87 1895+ 13.73 10320+ 9234 308529325
11 Aug. 81,95+ 6786 2607 2 1704 10802+ 8361 15952 12.81
3 Sept 3487+ 1495 1207+ 619 4695+ 1937 300+ 530
3 Oct 2545+ 1520 855z 705 3400« 2026 26.85 £ 20.26
24 Nov 1930+ 1344 607 376 2537+ 1831 2200 : 14 80
15 Dec. 022+ 0.76 007+ 034 030+ 095 690+ 418
13 Jan. 1982 035+ 102 037+ 164 072+ 248 430+ 361
15 Feb 2277+ 15.06 927x 471 3205+ 1888 3.24 £ 105
Table 6. The monthly abundance of flowers and new fruit on an additional twenty-three tagged cocoa trees in the La Tigra cocoa
farm in northeastern Costa Rica, July 1980 through Jure 1981,
Flower huds Open flowers Total flowers New Fruit
Date Total X + 8.D. Total X:80D. Total ¥ 8.0, Total X :8.D,
30 July 1980 1621 7047 + 70 .64 44 410424741 2 565 111.51 £ 11805 22 095=116
30 Aug 1662 7226 ¢ 64.84 930 4043 2 41 31 2582 11269 + 10615 18 078 110
30 Sept. 1063 4621 + 4603 555 413 +3042 1618 7034 + 7645 18 0.78 +0.83
30 Oct 1582 6878 + 54 77 753 3273+ 3028 2335 10151+ 8498 37 160+212
30 Nov 959 41,69 + 53,83 465 20.21 + 3980 14324 6190+ 83863 20 0.86 = 94
30 Dec. 715 31085113 301 13.08 2784 1016 44 16 + 7897 29 1.26 £ 1.32
30 Jan 1981 378 1643+ 4977 244 10,16 + 33.96 622 3659+ 8373 3 013+044
25 Feb 305 13.26 + 2708 153 665+ 1636 458 19.91 ¢+ 4344 13 0.56 + 0.87
30 March 26 1132 406 14 060 143 40 E73: 569 4 017081
28 April 1045 4543 +34 00 418 18.17 £ 1965 1463 6360 53.65 7 030074
34 May 1244 5408+ 46.16 635 27.60 £ 26.59 1 879 Bi68=x 7275 3 0.13:033
34 Tune 1333 58821+ 5816 688 2991 3097 2141 88732 8913 11 047+ 087
{otals: 11933 6 140 18 143 185
X:+SD 996 08 = 520 74 S08.33 2 284 53 E51191 £ 806 15 1541+ 10.25

production coincide with the early and late phases
of the lengthy rainy season at this locality, while
marked declines in [owering occur immediately

following periods of peak abundance Peak
abundance periods are short and associated
with  the rainy sesson (Figure 1) During

the dry periods the Hevea canopy drops its leaves,
and such periods generally precede a period of intense
flowering. Peak abundances in fruit-set also occur
in the rainy months in both farms (Figure 1), and
fruit production is generatly weli-distributed over
successive months, with the noticeable exception
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Table 7. The abundance of flowers and new fruit on two intermixed sets of tagged Cocoa trees (N = 45) on the La Tigrs cocoa farm
in northeastern Costa Rica over several months (July 1980 — June 1981).

Flower buds Open flowers Total flowers New Fruit

Date Total X:5.D. Total X+ 8.D. Total X 8D, Total X 8D
A series-marked trees 1-28
30 July 1980 1351 5196+ 6186 760 2923 + 36 80 2111 8119+ 9866 g 033072
30 Aug. 1534 5681+ 6554 805 2981 + 3474 2339 86.62 + 100.28 36 133244
30 Sept. 826 30.59 + 36.83 393 14.55 + 2052 1219 4514« 5735 7 025+084
30 Oct. 978 36.22 2 41.03 435 16.11 £ 21.29 1413 5233+ 6232 18 066 =105
30 Nov 175 648+ 11.18 a7 322+ BoZ 262 970+ 1980 10 637:072
30 Deg. 0 0 0 0
3¢ Jan. 1981 0 0 0 0
26 Feb. 49 118 461 il 040+ 189 60 221+ 650 9 033:066
30 March 9 033z 118 2 007« 037 11 D40+ 155 0
28 April 97 359+ 624 35 129+ 296 135 488+ 9720 5 018054
30 May 1518 5622z 4365 727 2692+ 26 44 2 245 83 14+ 7009 B 079+059
29 June 1819 6737+ 35373 Ho 3333 2 3664 2719 10070 = 90.37 5 018 +047
Totals 8 356 4157 12513 107
X+8D. 69633 x 686 42 346 .25 £ 35096 1042839037 891 =047
B series-marked trees 1-17

30 July 1380 1460 B5 88+ Bl16 813 4782 + 3494 2273 133.70 £ 136 .10 16 (.58 + 1.08
30 Aug. 1243 7311+ 7781 749 46.81 + 53.90 1992 1199213171 19 111+ 1.07
30 Sept. 1 560 91.76 + 9356 911 53.58 £ 60.15 2471 145.34 + 153.67 8 047077
30 Oct. 1732 101.88+ B579 1083 63.70 £ 7129 2 815 165.58 = 158.08 18 105+1.16
30 Nov 78 458+ 838 37 2,17+ 499 115 6.75: 1324 6 035+096
30 Dec. 5 029+ 1.17 3 0.17 0.70 8 046+ 1.87 6 .35+ 083
30 Jan. 1981 5 029+ 137 2 011+ 047 7 040+ 164 6 .35+ 083
28 Feb, 35 205 4206 4 023+ 094 39 228+ 5720 5 .29+ 1.37
30 March 0] ] i 0
30 Apri 24 141+ 303 6 035+ 082 3 1.76 = 31,85 0
30 May I 430 837+ 6981 654 4087 23352 2084 130.24 = 103.33 0
219 Ffune 1732 10825+ 7888 930 58.12 + 46 458 2662 166.37 + 125 33 23 135+ 184
Totals 9304 5192 14 496 101
X+ 8D 775.33 £ 760.97 432.66 + 435,16 1208 +1193.68 841742
overall
Totals; 17 660 9 349 27 0009 208

of November and December.
usually very rainy at La Tirimbina, resulting in both
a marked decline in flowering and fruit-set (Figures

1 and 2)

These months are

Even though climatic conditions behave rather
uniformly over the year at Turrialba, with some-
what noticeable peaks in rainfall occurring in the

November-December

periods,

the

most

intense

flowering occurs in the first half of the rainy season
(during June-August) (Figure 3). The least productive
period coincides or immediately follows the very
rainy months of November and December, with
such declines very noticeable in relatively dry periods
such as January and February at this [ocality (Figure
3). The phenological pattern of flowering of the

“Calongo” cocoa at Turrialba matches more closely
the observed pattern of flowering in the shaded cocoa
habitat (EI Uno) at the La Tirimbina locality (Figures
I and 3) Both habitats have 2 well deveioped shade
cover and many of the trees at Turrialba exhibit
marked deciduousness in the dry months Periods of
maximum frujt set coincide with those rainy months
that have high flowering In the dry months of
January and February are also periods of greatly
reduced fruit set at this locality (Figure 4)

Maximal fower production is clearly associated
in both areas at La Lola with the period March
through September, a uniformly rainy period (Figure
5). Moderate to slight buffering of the dry season
(January-February) in terms of sustained flowering
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Phenological patterns in flowering of cocoa trees in
relation to local climatic conditions at the El Uno
and La Tigra habitats within the La Tirimbina
locality in northeastern Costa Rica.
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Fig. 2.

Phenological patterns of fruit-set (production of
cherelles) in the El Uno and La Tigra cocoa tree
habitats.
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Fig. 3. Phenological patterns in flowering of cocoa trees in
relation to local climatic conditions at Turrialba

(CATIE), in the central highlands of Costa Rica.
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is most evident in the shaded habitat (Area A) at La
Lola, although overall decline in flowering at this
time is associated with the rainy months of November
and December, as it was at the other localities studied
(Figure 5). Peak fruit-set is clearly associated with the
early phase of the rainy season, coinciding and
immediately following the initial stages of renewed,
intense flowering that occurs at this time here
(Figures 5 and 6). A second, less pronounced “pulse”
of intense fruit-set occurs late in the rainy season, a
consequence of the sustained rainy season flowering,
and the termination of the first pulse of fruit-set
that occurs at the onset of the rainy season here.
The marked decline in flowering in the sunny habitat
(Area B) at La Lola that occurred between August
1980 and January 1981 coincides with a less marked
decline of fruit-set (Figure 6). Overall decline in fruit-
set in Area B, however, is much more pronounced
than in Area A at the same time, as trees in the
more exposed habitat (Area B) may respond more
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Fig. 5. Phenological patterns in flowering of cocoa trees in
relation to local climatic conditions at the La Lola
locality, for both shaded (Area A) and sunny (Areas
B) habitats, near the Caribbean_coast in Costa Rica.
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Fig. 6. Phenological patterns of fruit-set at La Lola.

quickly to dry conditions at this time (late December
and well into January) (Figure 6). Periods of high
fruit-set result in greater infestations of the Monilia
fungus at these times than in other periods when
fruit-set is very low (Table 8).

At all three localities, phenological patterns in
rainfall are far more variable than those of other
climatic parameters such as minimum-maximum
temperatures and relative humidity (Figures 1, 3, and
5).

Discussion

The overall finding of this study is the coinciding
of peak periods of flowering in cocoa trees with the
rainy season, particularly the first half of this period,
at three localities in Costa Rica that vary to some
degree in terms of annual cycles of seasonality. A
consequence is that fruit-set patterns also fluctuate
in direct relation to flowering patterns: periods of
high fruit-set coincide with periods of high flower
production in cocoa. Oscillations in leaf flushing
often complement similar cycles in flowering in
cocoa (1). Very rainy conditions at the end of the
rainy season results in an enforced decline in flower-
ing, with very low fruit-set occurring in such periods

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 129-142
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as well as during the early phase of the dry period
which usually follows the wettest months in these
Jecalities The type of shade cover, and the degree
to which it is altered by seasonal rainfall conditions.
is a secondary influence upon the flowering and fruit-
set patterns in T cacao  Intense fluctuations in
flowering are seen in T cacac trees covered with
either natural shade or planted shade (Hevea, Ery-
thrina)  that become markedly  deciduous, with
considerable leal-crop in the dry season, or driest
months of the year. Dry conditions in the tropics
generally generate marked and regular cycles of
leaf-flushing and flowering in a variety of tropical
plants (19) When the shade cover over T, cacoo
opens up as the dry season progresses, the cocou
trees receive physiolagical “sheck™. sudden, in-
creased insolation. which may trigger flowering by
the end of the dry period. or very carly into the
following rainy season Yrees under a natural shade
cover that does not respond as intensely to the dry
conditions may exhibit a less pronounced and more
irregular response to sessonal changes in rainfall
A shade cover tree such as Eryvthring may exhibit
asynchronous responses to dry conditions (4}, which
in tura establishes a highly variable canopy over short
distances of @ cocoa habitat. Slight changes in photo-
period at different times of the year in the tropics
may alse affect the intensity of flowering and fruiting
patierns of some plants (17) Opler e7 al (19} noted
that some tree species in lowland tropical wel forest
may have several distinct periods of flowering within
a year, and cocoa also exhibits such behavior as
shown in the present study for various iropical wet
forest sites

Unifoerm thick shade cover., such as the Hevea
canopy at El Uno. dampens overall flower produc-
tion relative to what occurs in an adjacent cocoa
habital (La Tigra) with a broken, natural canopy
Yet there appears 1o be very little correlation
between levels of flower abundance and overall
production of cherelies under these contrasting
ecological conditions Fruitset in many plants is
limited by internal. physiological constraints rather
than exiernal factors {27) Thus a confounding
factor in this study is the fact that cherelles were
removed each month, thus possibly distorting the
observed responses of trees to seasonal rainfall
patterns. Yet such an effect would presumably
be similar for the trees at the three localities studied,
thus adding an approximately equal bias to the
observed numbers of fruits and Howers in all cases
In spite of this, it is necessary to exercise great cau-
tion in interpreting the observed differences in
monthly totals of cherelles and flowers within a
locality as being solely a response to seasonal changes
in the external environment (e g., rainfail)

Another factor influencing levels of fruit-set is
variety of cocoa studied The mixes of both self-
compatible and self{-incompatible trees in the El Uno
und La Tigra habitats lowers overall pollination
frequency when compared with pure stands of self-
compalible cocoa (such as the cocou studied at both
Fa Lola and Turrialba) The relatively much higher
fruit production observed at La Lola might be the
result of very high pollinztion frequency within the
sell-compatible UF.29 variety, very warm tempera-
tures throughout the year, and regular agronomic
practices. In contrast, the lower {ruit yield at Turrial-
ba might be in part due to the very high elevation of
this localily. the associated more uniform cloud cover
throughout the year, and intrinsic variety differences
between UF-29 and “Catongo” cocoas. Cuatrecasas
(5) noted that 7, caceo requires high air humidity and
temperalure, adequate shade, and 2 0600 — 8 600 mm
rainfall annually fo thrive optimally, and that eleva-
tions above 300 m are generally sub-optimal condi-
tions in most regions. Such differences in ocality and
the spalial availability of self-compatible and seif-
imcompatible varieties of T cacao may indirectly
influence the effectiveness of pollinating insects in
determining levels of fruit-set While some studies
have shown that when populations of pollinating
insects are sufficient. there is little or no difference
in fruit-sel jevels between self-compatible and self-
incompatible plantings of T caceo (see review in
Entwistie, 1972), when pollinator populations are
experimentally increased, fruit-set sometimes in-
creases  {34) suggesting naturally-occurring  low
abundance of pollinators Such a condition may
result in considerable difference in levels of fruit-set
between seif-compatible and self-incompatible trees
in the same plantation

Rainfall is most likely the major environmental
factor in both timing and spacing the flowering cycles
of tropical plants, even though the precise mechanism
of triggering the response remains unknown (18). Yet
it is very difficult to separate out the effects of rain-
fall from that of air temperature changes Overal,
the climatic daia suggests that decline in rainfall is
associated with decline in temperature, although such
patterns warrant further study. The timing and
spacing of flowering in a tropical plant is also
adaptive in relation to the activity of pollinators (18),
and the evolution of synchronous flowering may en-
hance the attraction of pollinating animals (2, 3).

Theobroma cacac exhibits fluctuations in flower-
ing in those cocoa-growing tropical regions where
there are marked seasonal patterns in rainfall (1) The
gvolutionary history of T cacao as an understory tree
species of Amazonian rain forest (1) places adaptive
constraints on the species in more seasonal regions
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and when the canopy or shade cover is not well
developed. Ditferent varieties of cuitivated cocoa
exhibit differences in the response of flowering to
seasonal conditions {1), and some of the observed
differences in the present study for cocoa trees at
different localities may be related to such an effect
Alvim (1) noted z compensatory effect in cocoa
trees: intense fruit-set acts as an energy sink on the
tree thereby reducing subsequent flowering. {nternal
competition for limited nutrients between flowers
and voung fruits dampens the intensity of [lowering
at certain times of the year, and superimposes a
pattern upon exogenous control by tropical seasona-
lity {1} The observed patterns of decline in flowering
at the end of the rainy scason at all three localities
were in part due to severe flower “knock-down” by
heavy rain as well as reduced nutrients at a time
when fruit-set had been high. Periods of high fruit
production provide the opportunity for increased
predation upon fruit by various organisms. [ntensely
shaded conditions at the end of the rainy season,
resulting from both the luxuriance of canopy growth
in T cacao and shade trees as well from frequently
cloudy conditions, may curtail photosynthetic
activity and subsequently flowering in T. cacao (20)
The observed increase in the frequency of the Monilia
fungus on chereiles may represent a density-related
response by this parasitoid to an inecreased food

supply.

Alvim (1) concluded from work in Bahia, Brazil
that flowering in T cacgo is inhibited by moisture
stress, and that dry periods are times of reduced
flowering The data obtained in the present study
provide additional support for this result. The studies
of Leston and Gibbs (14) and Gibbs and Leston {8} in
Ghana with leaf-flushing in T caecao indicate that
trees grown in highly exposed conditions exhibit
analomous responses to sessonal conditions The
ohserved, sudden shifts in flowering observed in the
present study in T cacao when shade cover trees
exhibit leaf-drop in the dry season. lanzen (13)
predicted that the heavy rains that terminate the
tropical dry season provide an effective trigger for
the synchronized flowering of trees Such an effect
is most pronounced in highly seasonal tropical
regions, even though many tree species exhibit
varying degrees of synchronous flowering in less
seasonal regions (18) Hilty (10) noted that in rela-
tively non-seasonal tropical localities, flowering and
fruiting within a tree species may have multiple peaks
of intensity. Hutcheon (12) proposed two different
flowering patterns operative in 7. cacap A pattern of
“normal flowering” is regulated principally by
internal physiological conditions, while “crazy
flowering” is an immediate response to the removal
of some inhibitory factor such as moisture stress

(12) Depending upon the locality, both control
mechanisms operate to determine the phenological
patterns of flowering in T cacap. Hutcheon also
found that the major burst of flowering at the end
of the dry season in Ghana results in the greatest
amount of fruit-set. A similar pattern was seen with
the present study, particularly at both CATIE in
Turrialba and both habitats at Lz Lola. Both of these
localities exhibit a greater amount of seasonality in
availability of rainfall than the La Tirimbina locality
As the rainy season progresses, there are increasingly
less favourable conditions for flowering in T. cacao
as well as increased energy allocation to fruit develop-
ment, and both factors contribute to a marked
decline in flowering by the end of the rainy season
{12). The deliberate removal of new fruit {cherelles)
in the present study may also stimulate sustained
flowering, thereby postponing or dampening the
effects of fruit development on flowering intensity

(12)

Tempora} changes in the abundance of new fruit
1" cacmo must take into consideration the changes
in distribution and abundance of pollinators. When
flowering is both intense and synchronous within a
population, a greater number of pollinators may be
attracted fo inflorescences (2, 27). High fruit-set
observed during and immediately following periods
of intense flowering, as seen in the present study,
may resuit in part from increased activity of pollinat-
ing insects. Cocos-poliinating insects are more
abundant during the rainy season than in the dry
season (6, 31, 33, 34), allowing for some synchrony
between flowers and pollinators, Yet in some regions
there exists considerable asynchrony between
abundance cycles of cocoa flowers and pollinators
and flowers may increase fruit-set to some degree,
many trees possess an internal, physiological limit
on fruit-set which is independent of pollination levels
(27). By inspection the data suggest a difference in
the ratio of fruitset to flowering for some of the
trees studied, such as seert in a comparison of these
parameters for La Lola and Turrialba. This difference
might be due to a direct or indirect effect of locality
upon the abundance of pollinating insects and their
annual cycles of population dynamics (24, 25, 26},
Peak flowering periods in T cacao provide an
abundant resource of adult pollinating midges such as
Forcipomyia species (Diptera: Ceratopogonidae).
Pollinator populations are reduced during the dry
scason, a time when flowering declines as well. The
dry season-related abiotic constraints on the survival
of T cacao flowers may further limit the opportu-
nities for pollination and fruit-set, since the dirunal
cycle of flower opening and receptivity is highly
synchronized to times of the day when relative
humidity is high (30)



YOUNG: FLOWERING AND FRUITT~SETTING PATTERNS OF COCOA [1

Summary

Monthly patterns of flowering and fruit-set were
siudied for large samples of cocoa trees, Theobroma
cacao k. (Sterculiaceae) at three localities within the
Tropical Wet Forest zones of Costa Rica All three
localities exhibit varying degrees of seasonality, with
a short dry season usually occurring between January
and March. Cocoa trees at each localily chosen for
study included ones with various kinds of shade
cover. At all three localities, and regardiess of shade
cover, there was a marked decline in [lowering near
the end of the rainy season when rainfali was very
high. Depending upon the response of the shade cover
to dry conditions, the month-to-month production of
new cocoa flowers varied. Inler-4ree monthly levels
of flowering and fruit-set varied greatly at all
localities, making it difficult o determine quantita-
tive seasonal patterns, and emphasizing the inter-
pretative value of qualitative comparisons involving
clearly large differences in flowering and {ruit-set
data When shade cover was thinned through leaf-
drop by the late dry seasan, fluctuations in {lower
production varied preatly in the following rainy
season Al two localities in particular, there was a

large peak in fruit-set coinciding with the burst of

fiowering in the first halt of the rainy season
Muitiple peaks of flowering end fruit-set occurred at
ali localities Understanding differences in levels of
fruit-set depend upon the effects of climatic factors
upon populations of pollinating insects at different
localities The incidence of the fruit disease Monilia
increased during periods of high fruit-set and disap-
peared at other times of the year
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CAPACIDAD DE LA PULPA DEL CAFE PARA LA PRODUCCION DE BIOGAS' /.

G CHACON*®
J L FERNANDEZ®

Degradability of coffee pulp was measured using methanogenic anaerobic
fermentarion on a laboratory scale of 250 em®, batch process, and 2.5 em®, 20 cm®
and 200 em® scales in the semi-continuous process.

Yields of biogasjkg ST were 0. 15 cm® under real conditions and 0 20 m” under
ideal conditions. If coffee pulp is left to ovidize for 72 hours or more, no problems are

experienced in processing.

Introduccion

| propdsito de este trabajo es el de estudiar el
tratamiento de la pulpa de café, considerada

como desecho en Costa Rica (7) y otros paises
de Centroamérica y Sudamérica, mediante la fermen-
tacidn anaerdbica metanogénica (9, 10, 13, 14, 15,
18}, como una alternativa para solucionar el problema
de disposicion y aprovechamiento de este subproduc-
to agricola. Aprovechando las experiencias de los in-
vestigadores en la aplicacidn de la tecnologia del bio-
gis a Ja pulpa de café (3,6, 11, 17)y con el deseo de
aportar la informacion necesaria para: definir los pa-
rametros de disefio, realizar estudios de factibilidad
econdmica y de planta-piloto, se procedié a realizar
esta investigacion

Materiales y métodos
Primer experimento:

En una primera etapa se determind la capacidad
de la pulpa de café, Coffea arabica 1. de la variedad
“Caturra”, con 72 horas de oxidacion natural después

} Recibido para publicacion el 20 de abril de 1983,
Se apradece a Ia Vicerrectoria de Investigacidn de fa Uni-
versidad de Costa Rica por la financiacién de este prayec-
to. Se contd con la colaboracidon de la Ing. Juana Ma
Cato de Ia Universidad Nacional en el primer experimento
v con la Dra. Anz { Morales de la Oficina del Café en el
tercer experimento.

* FEscuels de Ingenierfa Quimica, Universidad de Costa
Rica.

de cosechudo, mediante el procedimiento establecido
por Owen et al (12) en digestores disconlinuos de
250 em® (Figura 1a)

El indculo empleado fue el eflluente de un digestor
inicizdo con estiéreol de vaca y que trabajo seis meses
con pulpa de café y se deid inactivo por doce meses

Se reslizaron veinte pruebss usande como varia-
bles: fa temperatura entre 20 v 35°C, la concentra-
cion inicial de solidos totales (ST) entre 01 ¥y
0 4% ST, la concentracion de putrimento entre 0 08
y 0.16 kg de fosfato de amonio/m” y la concentra-
¢ion de indcule de 5 a 20 %en volumen

Segundo experimenio:

Como segunda etapa se realizaron 16 ensayos en
los digestores discontinuos de 250 cm?® (Figura la)
pera sin seguir el procedimiento de Qwen eral {(12)

Se estudid el efecto de la temperatura, a concentra-
cion de nutrimentos y de indculo en [os mismos dmbi-
tos del primer experimento La concentracion de soli-
dos totales (ST) se vario entre 01y 0.4% Se realiza-
ron cuairo pruebas sin el pretratamiento de 72 horas
de oxidacion

Tercer experimento:
Siguiendo el procedimiento usado por Morales y

Chacdn (10) y un fermentador de 25 dm®* (Figura
Ib}, se efectud un experimento durante dos meses y

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 143-146
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baidn da 250 cm®
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Fig. 1 Equipos usados e la investigacion sobre la capacidad de la pulpa de caf¢ en la produceion de biogds (No estdn a escala)

medio, usando una carga de 167 g de pulpa por dia
con el agua necesaria para tener 10% de solidos tota-
les, lo que establece un “‘tiempa de retencién hidriu-
lico™ de 30 dias La pulpa usada recibid el pretrata.
miento mencionado empleando el mismo Se llevd a
cabo al mismo tiempo gue los otros dos experimen-
tos Lla temperatura durante la corrida fue de 23 %
3°C Y indceule se formo con 1/3 del indeulo original
{tres meses despuésy y 2/3 de agua dando una con-
centracion de 1.5%ST

Cuarto experimento:

Se realizd una corrida de tres meses en un digestor
semicontinuo de 20 dm?® (Figura I¢), con pulpa cuyo
fruto habia sido cosechado una semana o mas, antes
El indculo fue ef mismo. Lu temperatura de la corrida

s e 27+ 3°C
se mantuvo entre 22 & 3°(

Quinto experimento:

Como paso previo al estudio en planta-piloto se
realizd un experimento en un digesior de 012 m?
(Figura la}).

La pulpa usada se extendio en una superficie de
concreto y se dejd al ambiente durante 72 horas, an-
tes de introducirla al fermentador

El indculo se formd con mezclas de estiércol
de vaca, una parte de estiércol y una de sgua, dando
una concentracion de 8 5%de solidos totales Al cabo
de dos meses de funcionar se comenzd a agregar ia
cantidad de pulpa necesaria para obtener el “tiem-
po de retencion deseado™ Después de otro mes, se
inicio la toma de datos los cuales demostraron esta-
bilidad a partir del tercer mes.
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En los experimentos cuarto y quinto se midio
la produccion de gas en un aparato tipo “West test
meter” de la casa G C A /Presition Scientific. con
una capacidad de 3 m? de gas

Los solidos totales (ST) se midieron mediznte los
procedimientos de la APHA y lo AWNA(1.2)

La composicion del gas se midio en un equipo
de andlisis de gas tipe Orsat. de la casa Fisher, modeio
10-616 Se determind CO4. la posible contuminucion
con 0, ¥ se comprobd fa presencia de CHy con un
error del 20%.

Resultados

En el Cuadro | se resumen los resultados obteni-
dos en la inavestigacion. asi como otros datos de ope-
racion

En el primer experimento se obtuvo un rendimien-
tode 0196 £ 0018 m® de biogis/kg ST Los cambios
en temperatura, en conceniracion de la masy reactiva,
de nutrimentos, y de indculo. no presentaron efectos
significativos en el valor del rendimiento

La varfacion de fa produccion de biogds con el
tiempo a partir de puipa de calé. se puede reproducir
mediante la refacion:

VaM-o[Evexp Kot {t 1) (i)

Donde V es el volumen producido. M es el volu-
men total uf final del procese. ( es el timmpo trunscu-
rrido, K es una constante denominada indicador de
velocidad v r es otra constante denominada tiempo de
retardo

Ef indicador de velocidad varsa con ks temperatura
asi:

K=0002265 (1. 151) {.

[
—

Cuadro 1. Capacidad de la pulpa de café pare 1a produccion de biogas.

La temperatara Toen "€ varsa en un dmbito entre
15 y 35 grados Celvius ¥ K oestd dado on dins ™ 14
tiempo de retardo varin con ki temperatura de a si-
guienie forma, aproximadamente.

r= Q3 -(T 338 (3}

en donde: Ten °Cyren dus

En el segundo experiniento. de los cuatro enssyos
se realizaron sin pretrutamicnto. tres no produjeron
gas Solamente produjo pas el que tenia mads indeulo.
20% en volunien y mayor temperatura. 35°C . Los de-
mids produjeron 0 165 £ 0 082 m* de biowis/kg §1

De lus dutos obtenidos se puede estimar gue ¢l
tiempo de provese cuando se afcanza el 9% de su
mdxima produccion. es de 32 dius a 20°C. de 25 4
23°C.de 200 30°C y de 152 35°C

Los otros tres experbmentos mostruaron estabilidad
en los vitlores presentados en el Cuadro |

Discusion

La puipa de calé es capuaz de descomponerse me-
diante la fermentacion  angerdbica  metunogénica,
como lo hacen la msyorsa de los sustratos gque han
sido utilizados para este propdsito si se deja oxidar
durunte 72 horas como pretratamienso Al ipoal que
etros materiales. la vartacion en la concentracion de
solidos totales y de indewlo no influyen cn et com-
purtamiento de la produccion de biogds. La pulpa
de ¢afé no carece de nitrogeno para la fermentacion.,
pues no es alectady por los cambios de cancentracion
en esle nutrimento. Los cambios de temperatura pro-
duven una variacion proporcionat en lu velucidad de
la produccion del gas. pero no producen variacion
significativa en ol rendimiento

Fi rendimiento de biogds representa un 60% del va-
lor que tradicionalmente se (oma como relerencia.

Experimiento Tipo de proceso Volumen del  Rendimiento Solidos Fluio de Sdlidos CH, liempo Dracién
No. fermentador de biogis totales carga msa tatales salida {¥%) de renten-  det experi.
dm?* m®* gas/kg 81 O kg/dia e o dias meses
1 “hateh” 02350 0196 : 00618 01a04 70 -
2 “bateh” 0250 0165+ 00682 G1a04 - - 70 .
3 continuo 23 01350 +0.045 24109 008 22 204 70 30 25
4 continuo 0 0178 « 0088 16:09 0.57 069036 68 35 30
5 continuo 200 0163 0099 63210 667 i9 =07 66 30 50

NOTA: (**) Composicion estimada

Turrialba Vel. 34, No. 2, 1984, pp. 143146
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gue es de 03 m® de biogds/kg ST (Y 11,13 15} Ls-
s dilerencia se explica por el alto contenido de ligni-
na, 27 3% en buse seca y de proteina lignilicada,
7% (4} que son inertes a taoaccién microbianu bl
rendimicnte es relativamente bajo st se compaia <on
¢l de otros materiates, lo gue indica que sc debe rea-
lizar un estudio de fuctibilidad economica previo a
secomendar el uso del proceso de fermentacion snue-
rohico en el trtamiento de la pulpy de café Segun
os datos de Matamoros (8) v el rendimicnto obte-
nido en esty investigacion. ue benedicio de calé satis-
furm un 60% de su demands energética, sise utiliza
toda Ln pulps producida en la produccion de biogds

Fi modely que representa la velocidad de produc-
¢ion volumétrics de biogds, inlerido en este trabajo y
deserito por la ecuacion [1] expresa adecuadamente
el comportamiento del proceso, aungue se debe com-
probar para otros materiales complejos antes de gene-
ralizarlo

Ll tiempo de retasdo {r) manitestado en fa nyisma
ecuscion [L] no mencionados por ningin audor,
probablemente se deba a gue se uso un indeulo sufi-
cientemente insetivo: se debe observar, que este valor
ticnde a desaparecer cuando aumenta fx temperatera

Resumen

Se investigd la degrababilidad de la pulpa de calé
mediunte lo fermentacion snuerdbica metanogénica
a escala de kboratorio de 250 ¢cm? en proceso discon-
tinuo (“hatch™) v a cscalas de 25,20y 200 dm? en
proceso semicontinug Se obluve rendimientos desde
015 u 020 m? de biogisikp de solidos lotaies, en
condiciones reales ¢ ideules respectivamente. St la
pulpa de calé se deju oxidar durante 72 horas o mds,
o presents problemas durante el proceso
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METABOLICO Y FERMENTACION RUMINAL!/

ACTIVIDAD FITO-ESTROGENICA DEL TREBOL BLANCO IN VITRO E IN VIVO
Y SU FLUCTUACION EN RELACION A VARIABLES CLIMATICAS, ESTADO

Loa Gl
M C DI4Z*
J RAMIRLEZ*

M MAYORGA?

Summary

There is no clear understanding of estrogen activity in white clover, nor its
cffects on animal fertility. Because this plant is a major protein source for livestock in
Latin America, estrogen activity was measured during a one-year cyele, using methods
for comparing radioactivity. Estrogen levels rose with rainfall, sunshine and roninal
fermentation, but was unaffected by environmental temperature and grazing.

In order to determine whether estrogen activity measured in vitro affected
amimal fertility, several reproductive parameters of the female mouse were measured
after feeding the animal clover extracts, either in liquid form or in two injections
Estrus cycles were drastically lengthened in estrus and diestrus and fertility was
suppressed These effects were similar in both the injected application and the oral
application, although accumulated oral doses contain one hundred times the amount
in infected doses. The fermented extract, administered oraily, appears to have affected
fertility more than the unfermented expact, but parenteral action was wndif-

ferentiated

Introduccion

a baja fertilidad del gunado fechero de lu Subana

de Bogotd, es uno de los mayores obsticulos

en el desarrollo de esia industrin  Enire las
principales causas que se mencionan, cstin las defi.
ciencias nuiricionsles y errores en el mancjo repro-
ductivo Dado que en las praderas de esta region
abunds el trébol blanco (Trifoliten repens var Ladi-
no), fue necesario investigar si ésie contiene estroge-
nos, que pudieran interlerir con ¢l comportamicnto
reproductivo del ganado

Ciertas especies de (réboi contienen estrogenocs
que afectan la fertilidad de los animales. entre ellas

1 Recibido para publicacidn cf 30 de marzo de 1983 )
Se agradece al Organismo  Internacional de Energia Ato-
mica, OIEA, de Viesa, por su apoyo {inanciero

* Instituto de Asuntos Nucleares, Bogotd, Colombia
Apartada Postal 8593, Bogotd, Colombia

Trifolivm subterranewm (4, 17, 27). Trifolion pra-
fense (6, 11, 14, 30). y Trifoliun repens var Ludino
{26)

Las investigaciones realizadas en diferentes paises
en relacton al trébol blanco. son contradictorias en
lo referente a su actividad estrogénica BickolT ef af,
(6). determinuron que posee cumestrol. una sustancia
estrogénica bastante active. Newton vy Bets (18)
y Lindner {16). mencionaron débil estrogenicidad
mientrus que Bennett et al (3). no encontraron acti-
vidad estrogénica en esta variedad de trébol

Bl presente trabsjo tuvo vomo objetive medir in
vitro o actividad estrogénica del (rébe! blanco (T
folivm repens var Ladino). durante un ciclo anual de
crecimiento en dos praderus deb altiplano de Bogotd.
situadas 0 una altura de 2 600 msnm. v relaeionar los
vdlures estrogénicos von tres variables climdticas. con
laedud de fa planta y con ol efecto de la fermentacion
in vitro medignte microrganismos del rumen

Furrialba Vol 34, No. 2, 1984, pp. 147-156
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La segunda parte de este estudio, fue corroborar
in vivo la actividad estrogénica medida previamente
in witro. Con tal fin, se examind el efecto de extractos
acuosos dei trébol, sobre el ciclo estral, la receptivi-
dad sexual v la fertifidad del ratdn hembra

Materiales y métodos
Material vegetal

£l trébol bajo estudio crecia en asogiackon con
pasto kikuyo (Pennisetum clandestinumy en dos pra-
derss colinduntes: una fue pastoreada rotativamente
permitiéndole periodos de recuperacion, la otra se
mantuvo sin ganado durante tode el periode de mues-
treo La poblacién de trébeles en la pradera pustorea-
da estabu distribuida en zonas discretas. donde alcan-
zaba alturas superiores a las del pasto kikuyo, al final
de los periodos de recuperacidn. En la pradera no
pastoreada ¢l tamafio del trébol fue siempre inferior
al del kikuyo, el cual impidid una adecuada ilumina-
cion

Las muestras representatjvas de cada pradera fue-
ron colectadas cada ocho dias, entre marzo de 1979 y
fecbrero de 1980, Este material se secd en estufu de
aire forzado a 60°C por 48 horas La materia seca fue
determinada por secamiento total a 100°C por 48
horas Lus muestras secas se molieron con un moline
Willey hasta polvo fine y se conservaron en recipien-
tes hermeéticos

Extraccion y fermentacién

Ll poivo de trébol se sumergid en un cxueso de
agua, con agitacidn ocasional, durante 48 horas a
30°C v luego se exprimio entre gara Finalmente se
adiciono agua para lograr Ias concentraciones reque-
ridas

La fermentacion consistio en incubar anserdbica-
mente trébol seco con solucion de McDougall v fluido
ruminal filtrado (indculo), a 39°C por 48 horas {29).
Bl indeulo fue obtenido de una vaes con fistula en ¢f
rumen que pastaba tréboles v kikuyo Los valores de
estrogenos de los testigos en que como sustrsto se
uso papel filtro molido se sustrajeron de los vajores
de las muestras respectivas

Terminado el tiempoe de extraceion o lermenta-
cion. lus muestras Tucron centrifugadas a 2405 x G
separando los sobrenidantes a los cuales se les deter-
mino la actividad estrogénica

Los extractos inyectables se isolenizuron con
clorure de sodio y se esteribizaron por filtracion a
través de una membrang miliporo (322 1)

Cuantificacién de la actividad estrogénica

Los anteriores extractos (ueron incubados in vitro
4 4°C v 18 horas, en presencia de una cantidad cons-
tante de 17-8 -Estradiol->H y una cantidad constante
de citosol gque contenta receptores especificos para
estrégenos La curva de calibracion se elabord incu-
bando concentraciones entre O y 1280 pg de 178
Estradiol frio (B},

La valoracion de cads muestra, se realizd extra-
polando sobre ja curva de calibracion el porcentaje
de sadiuctividad ligads al vitosol, despuds de sedi-
mentar la fraccién de hormona no ligada adsorbida
a grantulos de carbon recubiertos con dextrano {15}

El citosol se obtuvo por ultracentrifugacion de un
homogenizado de uteros de conejas adultas a 105000
x G durante 90 minutos a 4°C (9)

Efecto sobre ratones hembra

Se usaron ratones hembra piberes, cepa SuiZs,
aproximadamente de 8 semanas de edad y con pesos
de 24 2 30 g Se mantuvieron en grupos de 10 unima-
les por jaula a 22°C y se sometieron a 10 horas de fuz
artificial y 14 horas de oscuridad dizriamente

Los ratones consumieron una dieta balanceada,
que fue modificada durante el experimento, por
carencia de ingredientes, causando disturbios sobre
el ciclo a todas las ratonas Bl agua y los extractos
fueron suministrados permanentemente Se considerd
come dosis administradas al promedio de las dosis
bebidas dursnte fos 25 dias de tralamiento,

En los experimentos por via intraperitonesl se
administrd a cada animal en diestro dos inyecciones
de los extractos, o intervalo de 10 dias entre inyeccio-
nes y o dosis de i 6y 30 g de trébol seco por kg de
peso corporal

Evolucion del ciclo estral

Se estudit mediante citologia. observando diaria-
mente ¢l tipo de células presentes en el {rotis vaginal
de eada rutena ¥l frotis se obtuvo antes dc las
%:00 am introduciendo y succionando una gota de
solucitn Tisiolégica cstérit en la vagina, con ayuda
de un getero capitar L] material obtenido sc exten-
dio subre un portaobjetos. s colored con solucion
azul de toluiding al 005% y se observo al micros-
copiG

Log animaies tuvieron un periodo de adaptacion
de 15 dias Durante los siguientes 15 dias se cstable-
¢t la evolucion nosmal del ciclo y luego se inicid
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la administracion de los extractos, continuando con
las observaciones citologicas, para detectar las altera-
ciones que sobre el ciclo causaran los extractos, Pos-
teriormente se introdujeron machos, uno por caja
de cinco hembras, v se constatd la copula por presen-
cia del tapon vaginal o espermatozeides en el frotis

Anilisis estadistico

lL.os datos mensuales de precipitacion pluvial, tem-
peratura ambiente y brilio solar, fueron correlaciona-
dos con los valores de actividad estrogénica encontra-
dos.

Los valores de actividad estrogénica en los tréboles
pastoreados y no pastoreados, fermentados y no fer-
mentados, fueron comparados por andlisis de varianza

(10).

Los pardmetros reproductivos de las ratonas, fue-
ron comparados entre tratamientos mediante pruebas
de T.

Resultados y discusion
Fluctuaciones anuales

Los promedios mensuales de las {res variables me-
teoroldgicas, se representan en la Figura 1. Solamente
la precipitacidn pluvial mostrd una marcada fluctua-
cion durante el afto, presentdndose dos periodos llu-
viosos; el primero, alcanzd su mdximo valor en el
mes de mayo, v el segundo entre los meses de octu-
bre y noviembre.

La Figura 2, indica las fuctuaciones en la acti-
vidad estrogénica de las praderas pastoreadas y no
pastoreadas. Se observa un incremento a partir del
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Fig. 1. Promedios mensuales de precipitacion phvial, tem-

peratura v brillo solar

Temperatura °C

mes de agosto en ambas praderas, lo coul coingide
con el segundo periodo de Huviss

Esta relacion se observa en forma mds clara para
la actividad esirogénica de los tréboles {ermentados
{Figura 3), donde los niveles de ambas pruderas luc-
tdan en forma similar 3 las variaciones de la precipi-
tacion pluvial Fl mayor aumento en estrogenicidad
ocurrido durante y a continuacion del segundo pe-
riodo luvioso, tal vez fue consecuencia de Ta alta
humedad que permanecid en of suclo, una vez que ce-
saron lus lluvias {enero y febrero) v el concominante
aumenio en el brillo solar. condiciones propicias a
un aeclerado crecimiento y metabolismo vegetal
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Fig. 2. Promedios mensuales de actividad estropénica en

les praderas pastoreada (~--) y mno pastoreada
(—), sin fermeniar
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Fig 3. Promedios mensuales de actividad estrogenica en tré-
boles fermentados de las praderas pastoreada {~ -3
y no pastoreada { )]
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Diferencias entre praderas pastoreada y no pastoreada

Los valores representados en ta Figura 2. no difie-
ren significativamente (P > 0035} entre los tréboles
sin lermentar de las praderas pastoteada y no pasto-
reada Por el contrario. los niveles de estrdgenos de las
dos praderas después de fa fermenltacion (Figura 3),
dificren significativamente (P <<0.G1)

Ffecto de la fermentacién ruminal sobre la actividad
estrogénica

En promedio, el incremento en actividad estrogé-
nica causada por accion de los microorganismos rumi-
nules (fermentacion). fue hasta de 15 veces para la
pradera pastoreada v de 8 7 para bt no pastoreada

£l valor promedio anual para la pradera no pasto-
reada, sin fermentar, fue de 225 ng de 17§ -estra-
diol/g de materia seca {E/g MS)EDS = 13 9 _mientras
que para las muestras fermentadas fue de $95.6 ng
E/g M§+ DS = 177 8 Paru la pradera pastoreada, sin
fermentar. el promedio tue de 225 ng fEg MS £ DS
=139y para los fermentados 341 3 ng k/g MS

Segan los Lrabuios de Rossiter y Beck (24}, la ge-
nisteing. formonoreting y biochanina A, decrecen a
medida que avanza la edad de la planta, en conlraste
con la daidzeina, cuya presencia solo ocurre en hojas
praximas a lu senectud

Puesto que las pluntas no pastorcadas son gencral-
mente vielas, y las pastoreadas estin en continua recu-
peracidn, estas ultimas contendrian mayores cantida-
des de formononcetina, genisteina y biochanina A Sin
embargo. en términos de actividad bioldgica, la for-
mononetina y biechanina A, ticnen solamenic una
veinteava parte de la actividad corrsspondiente a la
daidzeina (28); esto permitiria explicar por qué la
actividad hioldgica de las dos praderas no difirid an-
tes de la fermeniacion Es también sabido que fa fer-
mentacion por mictoorganismos ruminales desmetila
& la biochanina A v a la {formononetina para conver-
tirlas en genisteina y daidzeina, sustancias de mayor
actividad estrogénica (28) Este hecho explicaria
por qué la fermentacion incremento la actividad, y
por gué este incremento fue mds marcado para las
plantas jovenes (pastoreadas), ricas en biochanina A
y formononetina

Se desconoce como fluctia ba cantidad de cumes-
trol con la edad u otros factores que afecten el meta-
bolismo vegetal; sin embargo Bickoff et af (6}, han
demostrado que el cumestrol posee una actividad es-
trogénica superior a la de las isoflavonas y es abun-
dante en el trébol blanco

Efectos sobre el ciclo y la reproduccién del raton
hembra

Via oral, Las dosis suministradas en fos extractos
hebidos, {ueron para cada experimento de 166 y de
182 g de trébol seco por kg de ratdn {g/kg) para el
extracto digerido y de 129 y 189 g/kg para el no
digesido Estas dosis alteraron la ciclicidad, pero no
causaron disturbios colaterales visibles sobre el ratén,

La Figura 4. muestra las alteraciones tipicas del
ciclo estral, inducidas por la administracién oral
diaria de los extractos durante 25 dias. Se presentan
los ciclos estrales de un animal representativo de cada
tratamniento y uno del grupo testigo

A partir de a iniciacion del tratamiento con los
extraclos, se observa un alargamiento de los periodos
de estro v diestro Las leves alieraciones que se obser-
van en el grupo control, se deben quizd a que fue ne-
cesaric hacer un cambio en el régimen alimenticio
Mientras los testigos copularon en su primer estro des-
pués de la introduccién del mache, las ratonas trata-
das con los extractos no fueron receptivas hasta un
lapso 1 6 veces mds largo (digerido) y 1.3 (no digeri-
do), a pesar de sus prolongados estros (Cuadro 1)
Este efecto continud adn después de la suspensidn
del tratamiento para algunas ratonas que no acepta-
ron al macho

Pars los dos tratamientos con trébol, el promedio
en dias por animal, en diestro mds estro desde el pri-
mer dia en tratamiento hasta la copula, fue de 13.7
dias para el digerido y de 13 0 para ¢l no digerido
(Cuadro 1), y fueren significativamente (P < 0 05)
mayores que parz el testige (101) La diferencia
entre tratamientos no fue significativa (P > 0 05}

La administracién del extracto diperido causé
alteraciones dei cicio estral en el 84% de las hembras,
el extracto no digerido en el 83%, mientras que en el
grupo control sélo et 353.5% mostraron alteraciones

El promedio de dias parz copular fue de 9.8 y 81
para los tratamientos y 6.1 para el controt Para los
animales que no habian copulado al retirar el macho,
se contaron el total de dias que permanecieron en
presencia del macho

El tratamiento con ¢l extracto digerido disminuyd
la receptividad en un 30% vy el no digerido ¢n un
10%

Como se observa en el Cuadro 1, solamente el
70% de las ratonas testigo gestaron, sin que exista
explicacidén para esta baja reproduccién El numero
de crias por grupo, incluyendo las hembras que no
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Fig. 4. Alteraciones tipicas del ciclo estral causadas por la administracidn de dosis diarias por via oral de extracto de Trifolium repens.
duranie 25 dias

gestaron, muestra una reduccion cercana i la mitad La Figura 5, muestra lu evolucidn de los ciclos de
en el caso del tratamiento con el extracto digerido, un animal testigo v uno de cada tratamiento, ¢ indica
en relacion al testigo (Cuadro 1) No computando que los animales inyectados intraperitonealmente en
fas ratonas vacias, se produjeron entre dos y tres diestro, presentan el mismo efecto que oralmente
crias menos que el testigo; no obstante, estas dife- Cuandoe se inyectan en otras fases, en general el efec-
rencias no fueron significativas (P > 0 05) to se retrasa hasta el sigujente ciclo . La segunda inyec-
cion no intensifico el efecto de la primera, supuestu-
Via intraperitoneal: Las tres dosis ensayadas mente porque sus efectos atn persistian
intraperitonealmente para ambos extractos (04,
1.6 y 3.0 gfkg) fueron efectivas y no causaron into- ['f promedio de dias que [as hembras tratadas per-
lerancia o toxicidad. manceieron en diestro y en estro, {ue mayor gue para
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Cuadio 1. Alteraciones en el ciclo estral, la receptividad y la fertilidad causadas por ta administracién oral de dosis diarias, durante 25

dias de Trifolium repens

Parametros Extractos de trébol
Testigo Digerido No digerido

Dosis g/kg/din/ 0.0 177 182
Nimero de animales en dos experimentos 26 20 0
Dias en disstro + estro?/ 3/ 1018 137b 1300
Ratonas afectadas (% ) 355 84 9 §5.0
Dias para copular o en experimento®/ 5/ 6.1 9.8 81
Receptividad %5/ %/ 100 70 90
Prefiez % 5/ 70 50 80
Promedio crias/ratona (incluyendo las que no gesturon}’/ 64 34 56
Promedio crias/ratona. (incluyendo las que no gestaron}®/ 91 6.8 7.0

1 Gramos de material vegetal seco por kilogramo de peso eorporal

2 Diferencia (a + b) estadisticamente significativa (P < 0.05). Prueba de 1.

3 Promedio por animal, desde ef primer dia en tratamiento hasta la cépula, o fin del experimento.

4 Promedio por animal, desde la introduccién del macho.

5 Calculado sobre 10 animales por tratamiento en un sélo experimento

6 Porcentaje de ratonas gue copularon.

el control. Mientras que en los tratamicnlos e 88% y
el 82.5% de los animales se vieron afectados en su
ciclo, solo el 27.5% del control presentaron alteracio-
nes (Cuadro 2),

No hubo diferencia (P >0 05) entre los animaies
tratados y los testigos en cuanto al indice de prefiez,
pero el niimero de crias por ratona disminuyo, aun-
que no significativamente para los animales en
tratamiento {Cuadro 2}

Los valores de la actividad estrogénica medidos in
vitro, tueren 15 veces mayores para el extracto
digerido; esta diferencia no fue significativa in vivo,
aunque los animales que recibicron el extracto dige-
rido por via oral en forms continua, se vicron mds
afectados que los que recibieron el extracto no dige-
rido, en cuanto a receptividad, prefier v ndmera de
crias por madre

La discrepancia de los resultados obtenidos in vitro
e in vivo pucede deberse a que las dosis utilizadas fue-
ron de saturacién parz ambos extractos, como se
corroboré al observar que las dosis intraperitoneales
de 16 y 30 g/kg no difericron cn su respuests y
tuvieron efecto similar a las dosis orales que fucron
entre 60 y 120 veces superiores para todo el periodo
experimental

Otra posible explicacion a la diserepancia entre los
resultados in vive es la de que los métodos miden
diferentes respuestas; in vitro se mide ia afinidad de
los fitoestrégenos por receptores uterinos aislados,
mientras que iz vivo se mide el efecto sobre todo
el organismo, lo cual incluye no sélo la afinidad por
receptores del atero, sino por receptores de la hipd-
fisis, hipotdlamo y demds drganos, v la permanencia
de s unidn entre receptor y estrégeno, o “avidez”,
la cual es prolongada, juzgando por el efecto durable
que tiene una dosis tnica. Los informes de Under.
wood y Shier (1951), demostraron que ovejas después
de pastorear forrajes cstrogénicos, seguian infértiles
varios afios. Ademds, dsta “‘avidez” puede ser igual
para umbos extractos, causando efectos similares
para el digerido y el no digerido

El método aqui utilizado mide, in vitro, la activi-
dud estrogénica del trébol en términos de ng de E.
Con base a estos resultados, podria calcularse que
und vaca gue consuma 5 kg de trébol seco con 200 ng
de E/g, ha consumido estrogenos en cantidad equiva-
lente # un milldn de ng de estradiol, los cuales dilui-
dos en 30 | se sangre, causarian una conceniracion
de 20 ng/mi. Usta cifra seria mil veces superior a la
concentracion de Lstradiol circulante durante el pro-
estro ena la vaca (20 pg/ml) Tual concentracion seria
suficiente para causar disturbios reproductivos, a
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Tig 5  Alteraciones tipicas del ciclo cstral causadas por fn administracion de dos inyeceiones intraperitoneales de extracto de Trifolivm
repens {Dosis: 1.6 pikg)

menos que como coments Shutt (27), las isoflavonas De todas maneras, este estudiv pone en evidencia la
sean inactivadas en el rumen del animal, no sean necesidad de estudiar ef efecto de los fitoestrogenos
absorbidas en forma de conjugados de muy baja sobre 1z fertilidad del bovino

actividad, lo cual puede ser contrario a lo reporia-

do por numerosos estudios en avejas Del presentie trabajo se deduce:

Una explicacion mds adecuada puede basarse en 1.kl trébol blanco. conocido anteriormente como
el hecho de que la equivalencia en Estradiol que dudosamente estrogénico, presentd una elevada
arroja el andlisis por competencia, no corresponda actividad, en condiciones o suelos del tropico
a la misma equivalencia i vivo como aqui se informa alto fric
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Cuadro 2. Alteraciones en el ciclo estral, Ia receptividad y Ia fertilidad causadas por In administracién de dos inyecciones 1. P, de extrac-

to de Trifolivm repens con 10 dias de intervalo,

Pardmetros Extractos de trébol
Control Digerido No digerido

Dosis g/kg/dia 0.0 30y 16! 30y 1.6
Nimero de animales en dos experimentos 18 17 17
Dias en diestro + estro/ 2/ 6 7 102" lﬂ.Ob
Ratonas alectadas % 275 88.0 825
Dias para copular en experimento®/ */ 54 6.3 55
Receptividad %5/ / 100 87 89
Prefiez (%)¢/ 90 87 78
Promedic de crias/ratona {incluyendo fas que no gcstaron)s/ 59 48 4.1
Promedio crins/ratona (excluyendo las que no gestaron)®/ 6.5 5.5 53

b Gramos de material vegetal seco por kilogramo de peso corporal 3.0 g en ¢l primer experimento y 1.6 g en ef segundo.

2,3,4, 5y 6 1bid Cuadro 1

2 La actividad estrogénica se incrementa al aumentar
la humedad del suelo v el brillo solar, condiciones
que estimulan el crecimiento de s planta

3. El metabolismo microbisl del rumen, aumento Ia
actividad estrogénica de los tréboles medidos in
vitro, pero este efecto no fue detectuble en ratonas
bajo tas condiciones experimentales usadas

Resumen

No hay claridad sobre la estrogenicidad del trébol
blanco. ni sus efectos sobre I fertilidad animal. Sien-
do ¢ste una importante fuente protéica para la ganu-
deria de América Latina, se midié mediante un méto-
do de competencia radio-receptor la actividad estro-
génica durante un cicle anual La estrogenicidad
sumentd con las Huvias, el brilio solar vy la fermenta-
¢ién ruminal, pero ne fue afectada por la tempera-
tury ambiente ai el pastoreo.

Con el fin de dilucidar si la estrogenicidad medida
in vitro influye sobre la fertilidad de un animal, se
midieron algunos pardmetros reproductivos del ratén
hembra, sometids a beber extractos acuosos del
trébol, o # dos inyecciones de los mismos Los ci-
clos estrales se vieron dristicamente alargados en
sus estros y diestros y la fertilidad deprimida
Estos efectos fueron similares para las dosis inyec-
tadas y las orales, aunque estas Gltimas acumuladas
constituyecron cantidades cien veces mayores que
las inyectadas. El suministro oral del extracto fer-
mentado parece haber deprimido la fertilidad mas
que el no fermentado, pero no difirieron en su accidn
por via parenteral
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Notas y comentarios

La corriente del Niiio y el maiz

Los rendimientos del maiz en los Estados Unidos
estdn correlacionados con la temperatura de la super-
ficie del Océano Pacifico. La perturbacion climdtica
de 1983 ha sido achacada a la corriente de El Nifio,
que ese afio bajo por la costa Norte del Perll con tal
inusitada fuerza que sus efectos han sobrepasado fos
limites normales vy ha roto los records histdricos de
este fendémeno. Hay algunos que achacan a El Niflo
mismo el causar ese afio la erupcion del voledn meji-
cano El Chichén; otros especulan que las cenizas de
este voledn fueron las que, al subir hasta partes muy
altas de la atmosfera, provocaron cambios que inten-
sificaron la fuerza de la corriente. En los afios venide-
ras, se van a estudiar las implicaciones y efectos de es-
ta peculiar corriente marina,

In vitre. Journal of Endocrinology 52:209
1972

29 THLLEY, J. H, y TERRY, R A A two stage
technique for the in vitro digestion of forage
crops. Journal of the British Grassland
Society 18:104. 1963

30 WONG, [, Detection and estimation of
gestrogenic  constituents in  red clover
Journal of the Science of Food and Agri-
culture 13:304. 1962

Por lo pronto, Paul y Ellen Handler, de la Universi-
dad de lliinois, han encontrado que en los afios en
que El Nifio ha hecho gue la temperatura de la super-
ficie del Pacifico tropical sea mds alta que lo normal,
hay una probabilidad mds alta de que ia cosecha de
ma(z en los Estados Unidos aumente

En su estudio {(Seience, vol. 220, p. 1 155), usan
datos de produccion de maiz que van desde 1869 has-
ta 1979, periodo en que £l Nifio se presento en 49 de
los 112 afos El efecto, que influye en una pequefia
proporcién del rendimiento del cultivo, es estadistica.
mente significativo y puede explicarse por un despla-
zamiento de la corriente de chorro, esa {aja de vientos
de varios clentos de kildmetros por hora, situada en
los conlines de la troposfera (de 10 a 15 kilémetros
de altura sobre el nivel del mar), gue se mueve en el
mismo periodo que El Nifio, permitiendo que mds llu-
via llegue a las zonas productoras del grano. Sin em-
bargo, no se sabe todavia con certeza si El Nifio causa
el desplazamiento de la corriente de chorro, o si el
cambio en [a circulacién atmosférica afecta la tempe-
ratura del océano. Adalberto Gorbitz



AXILLARY BUD DEVELOPMENT FROM NODAL CULTURES OF BEAN SEEDLINGS

(Phaseolus vulgaris 1.)'/
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Resumo

As condigbes otimas para a indudao de desenvaolvimento e crescimento de genas
axilares de plantulay de feifio (Phascolus vulgaris) comsistem na germinag@o em pre-
senga de 6-BA (20 pM) e cultura da regido nodal em meio bdsico B3 com adicio de
6-BA (5 uM) e IBA (0.25 pM] O enraizamento das plentulas derivadas das gemas
axilares foi obtido na presenga de IBA (10 uM j durante 10 dias, seguido de cultura em
mejo bdsico B3 A presenga de luz foi essencial para o desenvolvimento de gemas
axilares a partir de explantes da regifo nodal de feifdo. A frequencia de indugiio de
gemas axilares e o creschmento das plantulas derivadas destas gemas apresenfaram
diferencas de acordo com a posicio do né e o gendtipo. O cultivar Puebla-153 apren-
sentou maior frequencia de indugdo de gemas axilares, enquanto que no cultivar Cario-
ca observou-se mellior crescimento das plinndes induzides. O mimero mdxinmo de
gemas desenvolvidas por axila foliar foi seis (6) para o cultivar Moruna {no 1), suge-
rindo que 12 serig o total de pemas dormentes para cada né cotiledonar de plantulas

de feijio.

Introduction

he maintenance of bean germplasm requires
suitable installations and periodic sowing in
order to assure seed viability Plant tissue
culture techniques may help germplasm banks of this
species through continuous in vitro bud cuiture or
storage in liquid nitrogen Aseptic cultures of buds also
allow for exchange of genetic material between
countries or distinct regions without the risk of
introducing new phytopathogens Plants  derived
from bud cultures are genetically uniform since
they are generated by a vegetative process

The possibility of maintaining genotypes of Lofus
cormicidatus by nodal cultures was demonstrated by
Tomes (5) Among 100 genotypes studied, 34% were
lost during the 1977-1978 winter due to [ield

1 Received for publication on December 23, 1983,
Supported by FAPESP and CNPg.

% Pept. Genetics, Institute of Agronomy, P. . Box 28,
Campinas, SP, Brazil. Present address of MR Sondahl:
DNAP, 2611 Branch Pike, Cinnaminsen, NJ GB077,
USA

conditions. However, all of these genotypes were
available from in vifro cultures kept at low temper-
atures during the same period The time required to
raise an adult plant from in vitro cuiture was the same
as from germinating seeds In soybean, Cheng ef af
{1).{4) and Suka et al {4) showed that the develop-
ment of axillary buds from nodal cultures was
induced by different treatments with 6-benzyl-amino-
purine (6-BA) and indole-3-butyric acid (1BAY in the
culture medium  This paper presents a methodology
for the development of axillary buds from nodal
cultures and plant recovery i beans (Plaseolus
veelgaris 1.}

Materials and methods

Seeds from the bean germplasm bank maintained
at  the Genetic Department of the Institute of
Agronomy were utilized for this study Following
washing with detergent (Neo dish 1% ) and tap
water, the seeds were surface sterilized with ethanol
96° GL for 10 min , and then in NaOCl 4% for 20
min. Glassware and culture media were all steritized
by autoclave {120°C, 20 min.). All the culture bottles
were sealed with a PVC [ilm (165 uM thickaess)

Tursialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp, 157-161
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Different cultivars und culture conditions were tested
{for the induction of the development of axillury buds
from nodal cultures of bean seedlings (Phascolus
wlgaris L)

Seeds of the cultivars Moruna, Piratd-1 and Puebla-
153 were germinated in an agueous solution contain-
ing 6-BA {5 or 10 uM}) Half of the replicates were
kept under a 12 h photoperiod and the other haff
was cultivated in the dark during an initial period
of 9 days. After 12-15 days of germination, evatua-
tions were made pertaining to the number and height
of axillary buds developed in the nodal regions of
the bean seediings The nodal region containing
the cotyledonary leaves was coded “node-I", whereas
“node-1I"" comprises the region of the primary leaves
In this first experiment 30 replicates/cultivar/o-BA
concentration/culture conditions were performed

During & second experiment, seeds of the cultivars
Moruna and Carioca were germinated in bottles
containing the following busic medium: BS inorganic
salts (123 thiamine {30 uM), pyridoxine (5 uM);
picotinic scid (10 pM); meso-nositol (550 puM);
sucrose {20 gfl) agar (6 gfl); pH 5.8 To the above
basic medium were added 6-BA (50 uM} and IBA
(0025 uM). After 19 days of germination, all axillary
buds developed in the nodal regions {nodes 1 and
Ihy were removed znd coded Bt The original nodal
explants were transferred to the basic BS medium
supplemented  with 6-BA (20 uM) and IBA
(0025 pM}y After u period of 17 days of secondary
culture, gl the axillary buds deveioped (B2} were
removed  The original explants were transfered to
the basic B5 medium without growth regulators.
The buds developed afier 25 days in this tertiary
culture were coded B3 These successive cultures
were adopted in order to avoid possible growth
inhibition of new axiliary buds due to the presence
of developed buds in the same node Twenty
replicates for each cultivar studied were prepared

in a third experiment, seeds of the cultivar Puebla-
153 were germinated in the basic medium supple-
mented with 6-BA (20 uM) and IBA (0025 uM).
Following 16 days of culture, nodes [ and I were
excised znd cultivated in the basic medium supple-
mented with 6-BA (20 gM) and 1BA (0.025 pM) or
6-BA (5 uM) and IBA (0 025 uM) Thirty replicates
were prepared for each treatment.

Seed germination and nodal cultures for experi-
ments 2 and 3 were performed under a 12 b photo-
period, 400-800 lux and temperature of 26 * 3°C
During the evaiuation of the experiment the number
and height of axillary buds developed were recorded.

Resulis and discussion
Experiment 1

The techniques described for nedal cultures of
soybean {Glyeine max) by Cheng et al (1) and Saka
et al (4} were tested with P vulgaris Seeds of the
cultivars Moruna, Pirata-l and Puebla-153 were
germinated in an aqueous solution of 6-BA (5 or
10 uM) in the dark or under a 12 h photoperiod
After 9 days it was observed that all treatments
in the presence of light carried axillary buds (1-2 mm)
in the nodal regions. On the other hand, the cultures
maintained in the dark did no! have any sign of bud
development. Taking into account the beneficial
effect of the light on the axillary bud development,
all the remaining cultures were transfered from dark
to light After 12-15 days of culture, the treatments
were evaluzted (Table 1). In the presence of 6-BA
(5 uM) the number of buds developed at node 1 and
node 11 was one half in the cultures kept for 9 days
in the dark in comparision to the ones under 12 h
photoperiod. The cultures exposed to 6-BA {10 uM)
presented the same frequency of bud development
in both conditions (light and dark-light}. These data
demonstrated the interaction of 6-BA and light in
the development of axillary buds from nodal regions
of beans The frequency of bud development varied
according to the genotype in relation to node-H in
the presence of 6-BA (10uM) Twice as many axiliary
buds were observed in the cultivar Puebla-153 than
in Moruna in both conditions (tight and dark-light).
Bean seedlings initiated in the dark (9 days) and
transfered to light presented an average of 1.8 and
09 axillary  buds/node-ll for Puebla-153 and
Moruna, respectively Cultures grown in the light gave
values of 2.0 and 1 0 axillary buds/node-H for Pue-
bls-153  and Moruna , respectively. It was also
observed that Puebla buds were more developed
{5-7 mm height} than buds of the two other cultivars
(3-4 mm heigh) after the same period of culture

Experiment 2

This experiment was designed to determine the
maximum number of axillary buds inducible by this
method in nodal regions of bean seedlings {Table 2}
The total number of developed axillary buds in
node-] was 50 and 43 for Moruna and Carioca,
respectively  The values for node-ll were 4.5
( Moruna ) and 4.8 { Carioca) The maximum
number of axillary buds observed was six in one axil
of the node-1 of Moruna, suggesting that the total
expected number for this node-l for £ vulgaris is
twelve, 1. e six for each cotyledonary axil.
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Table 1.  Development of axiliary buds from cotyledonary node (node 1) and primary leaf node {node II} excised from seedlings of

Phaseolus vulgaris,

Culture 6-BA Period of No. buds/node [ No. buds/node 11
Cultivar Condition (a) (uM) Culture {days) Total Average Total Average
Moruns dark/light 5 13 15/24 0.6 10/24 0.4
Moruna dark/light 10 15 34/25 14 23/25 0.9
Moruna light 5 12 31/26 12 23/26 09
Moruna tight 10 12 29/22 13 23/22 1.0
Pirata-1 dark/light 5 i3 13/16 0.6 7116 0.4
Pirati-1 tight 5 is 12/12 1.0 16/12 13
Puebla-153 dark/light 10 15 3826 1.5 46126 i.8
Puebla-153 light 10 12 /24 1.25 48124 2.0

a Germination in 6-BA solution during 9 days in the dark followed by 12 h photoperiod, or germination directly under 12 h photoperiod.

Table 2.  Sequential axillary bud development from cotyledonary node (node 1) and primary leaf node {node i} from seedlings of

Phaseolus vulgaris

Nodal Axillary Replicaies Bud induction Frequency bud  Average shoot
Cultivar region buds (a) {na.} per culture development height {mm)
(%) (no.)
Moruna H Bl 20 100 1.7 32
Moruna i B2 20 16 10 6.3
Moruna i B3 16 69 23 1.6
5.0
Moruna H B1 20 100 14 2.5
Moruna 13 B2 20 56 14 35
Moruna I B3 15 93 1.7 39
4.5
Carioca [ Bi I6 75 15 28
Cariaca f B2 15 60 1.3 134
Carioca I B3 1i 73 15 147
4.3
Carioca il Bi 16 94 1.9 36
Carioca H B2 15 67 1.6 106
Cartoca il B3 11 54 13 89
48

a Bl: buds excised after 19 days of culture in the presence of 6-BA (50 uM) and IBA (0.025 uM). B2: buds excised after 19 days of
primary culture followed by 17 days in the presence of 6-BA (20 pM) and IBA (0.025 M) B3: buds exeised after 19 days of
primary culture, 17 days of secondary culture and 25 days in the basic medium.

A genotypic difference was observed once again
pertaining to the height of shoots derived {rom node-
I. The average height (mm) of Moruna shoots was
32(B1),65(B2)and 76 (B3) whereas for Carioca
shoots, values of 28 (BI), 134 (B2)and 174 (B3)
were observed Note that differences appeared
during second and third culture.

The results regarding the cultures of hypocotyl
and epicotyl segments of the common bean suggest
that P vulgaris does not have merisiematic regions
along the hypocotyl and epicotyl axis. Therelore,
dormant buds are only found at the nodal regions
Kameya and Widholn {3) demonstrated development
of buds from hypocotyl explants of Glycine
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canescens and discussed the possibility of such buds
being derived from pre-existing meristematic centers
along the hypocotyl axis. This hypothesis was based
on the fact that higher frequencies of buds were found
on hypocotyl segments close to the cotyledonary
node In the same paper they indicated that buds
could not be observed from the culture of hypocotyl
segments without nodal regions in ¢ max This
suggests that, as in commom beans. dormant buds in
soybean are only present in the nodal regions.

Experiment 3

The effect of 6-BA on the development of axillary
buds from bean scedlings described in experiments |
and 2 was further studied by using different 6-BA
concentrations during primary culture of nodal
regions of the cultivar Puebla-153. Nodal explants
cultivated with 6-BA {20 M) developed innumerous
small buds {1-2 mm) with a frequency of 30-50 buds/

node This number represents the total number of

buds including primary, secondary, and tertiary
buds. Primary buds were designated as the ones
developed from the nodal explant, and secondary
buds as those derived from the nodes of the primary
shoots, and so on. On the other hand, nodal segments
cuftivated in the presence of 6-BA (5 pM) presented
excetlent bud development (Figure 1). Among 28
cotyledonary nodes (node ), 27 nodes (96% )
developed axillary buds with an average frequency
of 4 2 buds/node and 9.1 mm of average height after
33 days of culture. During the culture of 25 primary
leaf nodes (node (1}, 100% bud development was
observed, with an averape of 4 8 buds/node and

82 mm of average height following 33 days of

cuiture. These data suggest that the best sequence for
the development of axiliary buds from nodal regions

Fig 1 Axiliary bud development from cotyledonary nodes
of bean seediings (Phaseolus vuligaris cv Puebla ~
153), following 18 days of culture.

1 and 1 of bean would be: (2) germination in the
presence of high levels of 6-BA (20 uM); and (b)
subsequent development of induced buds in the
presence of low levels of 6-BA (5 uM) Similar
observations were made in soybean cultures by Cheng
et al. (1). The development of axillary buds was
stimulated by the subculture of soybean nodal
explants from high levels of 6-BA (10-50 uM) to low
levels of 6-BA (1 uM). During the experiment I,
axillary buds were developed from nodal cultures
in the presence of 6-BA (20 uM), without secondary
or tertiary buds Perhaps the excision of the devel-
oped buds at each subculture would facilitate the
induction of new primary buds. A genotypic
difference among nodal cultures from bean seed-
lings may also explain this behavior. This would
represent another example of medium specificity
for different cultivars. A sequeatial reduction of
6-BA concentrations from germination to nodal
cultures seems very important in order fo assure
optimum growth of axillary buds

Rooting of the shoots derived from axillary
buds was promoted by culturing in B5 medium,
supplemented with IBA (10 uM) for 10 days. Follow-
ing transfer to B5 medium without growth regulators,
# fast growing root system was observed after 20
days.

Summary

The best conditions for the induction of develop-
ment and growth of axillary buds of bean seedlings
{Phaseolus vulgaris) consist of germination in the
presence of 6-BA (20 puM) and culture of derived
nodal regions in the basic BS medium supplemented
with 6-BA (3 gM) and IBA (0.25 uM) Rooting of
the shoots derived from axillary buds was induced
by IBA (10 uM) for 10 days, followed by culiuring
the plantlets in the basic BS medium without growth
regulators. The presence of light was essential to the
development of axillary buds from nodal explants of
bean seedlings. The frequency of axillary bud induc-
tion and the shoot growth were different according
to the node position and genotype The cultivar
Puebis-153 presented higher induction frequencies,
whereas better shoot growth was observed for the
cultivar Carioca. The maximum number of buds
developed per leal axil was six (cv. Moruna, node [)
suggesting a total of twelve dorment buds at each
cotyledonary node of bean seedlings.
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Resena de libros

JANZEN, D H. Costa Rican Natural History. The
University of Chicago Press, Chicago, 1983 . 816 p.

Este libro representa el aporte de 174 autores bajo
la coordinacion del Dr Daniel H Janzen. ecologico
tropical de amplia experienciz. Se trata del mejor
intente formal. que se haya publicado hasta la fecha
para recopilar el conocimienio scumulado sobre Ia
historia natural de este pars

Costa Rica, a pesur de ser un pequefic pars, por su
posicion geogrdfica y su relieve, ofrece al cientifico en
ciencias naturafes una amplia variedad biologica pro-
ducto de un fuerte proceso de endemismo Esto ha
hecho de este pars mesoamericano un lugar de conver-
gencia de numerosos investigadores internacionales
que han contribuide a mejorar el conocimiento de los
diversos aspectos bioldgicos y ecoldgicos

Como en todo libro de cardcter enciclopédico. no
debe ¢l investipador esperar una obra maestra en el ca-
pitulo donde se es especialistz. Pebe, en su lugar,
valorarla como una obra global muy valiosa, precisa-
mente en aguellos capitulos donde no se es espacialis-
ta. Considero que esta obra es muy apropiada, princi-
palmente para aquel naturalista extranjero que se
quiera informar de manera muy actualizada, y relati-
vamente profunda, acerca de ese peguefio y ahora
famoso pais de numerosos parques nacionales, esta-
ciones de campo y reservas biologicas.

4 SAKA. H., VOCULDINIL T H. and CHENG,
T.¥Y . Stimulation of mubtiple shoot lormation
on soybean stem  nodes in cufture  Plant
Suience Letters [9:193-201 1980

5 TOMES, D. T A tissue culture procedure for
propagalion and maintenance ol Lotus cornu-
edatus. Canadian Jouwrnal of Bolany 57:137-
140 1979

Hacer una revision completa de una obra de esta
envergadura es una tarea dificil. Sin embargo, resu-
miendo groseramente el contenido, tan variado como
valioso, podriamos iniciar diciendo que los primeros
cinco capitulos olrecen un bosguejo introductorio
acerca del desarrollo histdrico de las ciencias natura-
les en este pars. También se incluye dentro de los ca-
pitulos introductorios, vilioss informacidn sobre bio-
geografra de América Central, clima, historia geoldgi-
ca y umi fista someramente anotada de los tipos de
suelo, que quizd merecid un desarrollo mds profunde.

Lt capitulo seis ros ofrece un interesante andlisis
de fa agricultura de Costa Rica: su historia, tipo de
distribucion y explotacion de ia tierra, asi como de
los principales cultivos Ei andlisis de la produccion
agricola de Costa Rica, visto con ojos extranjeros, le-
va al lector costarricense a la meditacion. Al final de
este capitulo, asi come de muchos de lus subsiguien-
tes, se incluye una valiosa lista comentada e lustrada
con magniticas fotografias de las principales especies
bioldgicas tratadas

A partir del sétimo capitulo, el enfoque de la obra
se vuelve mds biclogico y cada apartado det libro po-
see al inicio una magnifica introduccién, donde quizd
estén muchos de los principales aportes que ofrece ¢l
tratado y encontramos fambién el andlisis individual,
0 ensayo corto, sobre cada especie considerada impor-
tante El sétimo capitulo sobre las piantas, se inicia
con un interesante andlisis sobre el sistema de clasifi-
cacion de zonas de vida de Holdridge y celaboradores
y las plantas existentes en Costa Rica. Seguidamente
se ofrece una descripeién de los principales sitios exis-
tentes en este pais para el estudio bioldgico, asi como
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su relieve. geologia y vegetacién; vale decir: Parque
Nacional Santa Rosa, Refugio Palo Verde, Parque Na-
cional de Corcovado. Reserva Bioldgica La Selva, Re-
serva de Monteverde, Las Cruces v el Cerro de la
Muerte Posteriormente se incluyen varias pdginas so-
bre diversos e interesantes aspectos y patrones {isio-
nomicos propios de las plantas tropicales Antes de in-
troducir sl lector en una vojuminosa tsta comentads
de especies de plantas tropicales, se incluye una lista
de las especies de drboles presentes en los siete princi-
pales sitios de estudio citados

El capitulo ocho trata sobie reptiles y anlibios
Aqui los autores de esta seccion ofrecen un andlisis
ordenado de los patrones reproductivos, evolucion,
adaptaciones delensivas y hdbitos alimentarios de los
aniibios de Costa Rica También se ofrecen algunas
pdginas dedicadas a las tortugas y los cocodrilos, lo
mismo que una lista reciente de la herpetofauna cos-
tarticense. basada en las especies registradas principal-
mente en seis localidades En la lista comentada de las
principales especies herpetolégicas se incluyen, ade-
mis de anfibios, tortugas e iguanas, a las serpientes ve-
nenosis.

Fi capituto nueve se refiere a los mamiferos. Se
ofrecen aqui, en la introduccidn, aspectos interesan-
tes acerca de la diversidad de este grupo de vertebra-
dos en Costa Rica, su estacionalidad, frugivorismo en
carnivoros, la abundancia tropical de fos murciéiagos
y adaptaciones ecologicas de algunos grupos, entre
otros Al final de este capitulo. se incluye una extensa
lista de la mastofauna costarricense, acompafiada de
algunas localidades. Posteriormente el andlisis indivi-
dual de las especies

Ei capitulo diez, nos ofrece una interesants parte
introductoria. Se hace énlasis aqui en la riqueza de es-
pecies de aves presentes en Costa Rica Posteriormen-
te presenia un andlisis acerca de la composicidn de los
principales grupos representados, las especies residen-
tes vy ias migratorias, nos sefiala aspectos diversos so-
bre la zoogeograf ia, patrones de distribucidn, comuni-
dades, estructuras troficas, efectos climdticos, estacio-

nalidad, etc. Bf mismo autor de la parte introductoria
presenta, posteriormente, una extensa tista znotada
de las especies de la avilauna costarricense discutidas
en el capitulo.

El capitulo cortespondiente a los insectos, de por
si es uno de Jos mas diliciles de escribir, presenta un
enlogue muy interesante Como el autor mismo lo ad-
vierte, el conocimienio gue hoy todavia se tiene acer-
ca de la ecologia de los insectos de Costa Rica es pro-
porcionalmente insignificante. En la parte correspon-
diente a la mtroduccidn, el autor inicia su capitulo
con aspectos meramente ecologicos y la influencia de
tales factores sobie las poblaciones de insectos Por lo
tanto, se analizan aspectos tales como estacionalidad,
comportamiento reproductiva de algunos grupos y
estrategias de proteccion a condiciones estacionales
adversas del ambiente. También se dedican algunas
piginas a los tipos de polinizacion por insectos obser-
vagos en Costa Rica, insectos de islas y finalmente al-
gunas apreciaciones dedicadas a las especies de insec-
tos carroiieros

Posteriormente se agregan listas de algunos grupos
de insectos y, como ultima parte del capitulo, los en-
sayos cortos sobre diversas especies consideradas, por
alguna razén, importantes

En resumen, puede afirmarse que este es uno de
los mejores legados que el Dr. Janzen le deja a los es-
tudiosos de la ecologia tropical y a Costa Rica. La
coordinacion y edicion de esta obra general que desde
ahora se convertird en “cldsica” y serd de gran utili-
dad para los que se inician y los que quieren informa-
cién proveniente de alguno de los numerosos especia-
listas que participaron en confeccidn de esta obra se-
ria importante que sus futuras ediciones de este libro
se incluyan capitulos nuevos sobre temas ya estudia-
dos en Costa Rica y que fueron omitidos en esta pri-
mera version

LUIS FERNANDO JIRON
MUSEOQ DE INSECTOS
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA



ABSORCION DE '*N DE LOS FERTILIZANTES EN UNA ROTACION

Allivn sativum — Setavia italice, EN LISIMETROS? /

M A LAZZARI
R. A ROSELL*
M R LANDRISCINI**

Nitrogen uptake by an annual rotation of garlic (Allium sativam, and millet
{Setaria italica) from tagged wrea and ammonivm sulfate applied to @ Typic  Haplus-
toll in u battery of differential weighing Iysimeters was studied during three vears.
The SN fertilizers were only applied to the garlic and the nitrogen recovery was
determined in leaves, fruits [bulbs in garlic and seeds In millet), and roots of both

crops.

Each year total (added plus residual | tagged nitrogen was applied at a rate of ca.
20 g/m®. The N recovery in the garlic crop was about 30% with a dry bulb vield of
ca. 700 gim® for both nitrogen treatments. The H uptake in the miller was ap-
proximately 15% and the grain yield oscilated between 1616 and 1105 gfm*  with
ureg and between 1384 and 1236 g/m® with ammonium sulfate during the three vears

of the experinent

Introducciéon

a recuperacion de nitrogeno aplicado como fer-
tilizante ha sido extensivamente estudiada, con
evidencias de que al menos un 50% dei N adi-
cionado es absorbido por un cultivo inicial {10, 12).
En los ultimos afios se ha recurrido al uso de fertili-
zantes marcados con '*N como trazadores del nitro-
geno aplicado {6, 13) principalmente en instalaciones
lisimétricas (3, 7), las que proporcionan resultados
mds realssticos sobre las transformaciones naturales
del nitrégeno que aquellos obtenidos en invernadero

(2).

! Recibido para publicacion el 30 de marzo de 1983,
Investigacion llevada a cabo en el Laboratorio de Humus,
Universidad Naclonal del Sur (UNS), 8 000 Bahia Blanca,
Asrgeating
L os gutores desean expresar su sincero agradecimiento a la
Secretariz de Ciencia y Técnics de la Nacion (SECyT) por
su apoyo ccofdmico. También desean agradecer a fa Fun-
dacion A. von Humboldt de la Repablica Federal de Ale-
mania, por la donacion de compuestos marcados con ai-
trogeno-15

* Profesores Adjunto y Titular, respectivamente, del Depar
tamsento de Clencias Agrarias de la UNS, 8 000 Bahia
Bianco, Argentina.

** Téenica Profesional, Personal de Apoyo del Consejo Na-
cional de  Investigaciones Cientificas y  Téenicus
(CONICET), Bucnos Aires, Argentina

La investigacion aqui registrada involucrd medidas
de recuperacion de nitrégeno del fertilizante aplicado
a una rotacion ajo (Alfim sativin) — moha de Hun-
gria (Setaria italica) realizada durante tres afios conse-
cutivos en lissmetros sutomdticos de pesada diferen-
cial que contenian suelo Haplustoll tipico de la region
de Bahia Blanca, Argentina. El objetivo fue obtener
informacién sobre la eficiencia del uso del nitrogeno
en forma de urea y sulfato de amonio marcados con
'SN, aplicados al ajo, y el efecto residual sobre ef cul-
tivo de moha de Hungria. El ajo cubre ef periedo in-
vierno — primavera y requiere riegos suplementarios
asr como [ertilizacién nitrogenada (11). La moha se
desarrolla en verano, cn condiciones de secano. Si
bien se la cultiva desde hitce varios afios en La Pampa,
Argentina, no ha alcanzade la difusién que merece
por st productividad en relacién al tiempo notable-
mente corto en que se cumple su ciclo (4)

Materiales y métodos

Listmetros

Se utilizaron dos lisimetros automidticos cuya des-
cripeion ha sido realizada por Donnarl y Rosell (5)
Los mismes se encuentran ubicados en predios de la
Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argenti-
na y contienen suclo de la region {Haplustoll tipico)
La descripcion del sitio y del perfil del suelo se deta-
116 en un trabajo previo (11)
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Pricticas culturales

Se empled anualmente semilla seleccionada de ajo,
cuitivar Coleorado y de moha de Hungris, cultivar Gi-
gante Las pricticas culturales a que se sometieron el
suelo y los cultivos durante los tres afios {mayo 1978
- abril 1981) se detallan en el Cuadro 1

Los cultivos de ajo recibieron riegos de manteni-
miento cuando las condiciones climdticas lo reque-
rian. Ef primer cultivo de ajo (afio 1978) sufrio el ata-
que de un agente patogenc y por elio no se realizaron
los andlisis de las plantas

Siendo fa moha un cultivo de secano, no recibié
riegos durante el primer afio La moha en la segunda
rotacion fue sembrada el 31 de diciembre de 1979
Haciz fines del mes de enero de 1980, los lisimetros
permanecian con una escasa densidad de plantas, pro-
bablemente debido a la pobre precipitacién pluvio-

métrica de ese mes {Cuadro 2). Se volvid entonces a
sembrar la moha el 8 de febrero de 1980, efectudndo-
se riegos de mantenimiento del cultivo hasta que las
plantas alcanzaron una altura de 10 cm. La moha del
tercer afio tambidn requirié riegos en el primer esta-
dio de su crecimiento En el Cuadro 3 se muestran las
lluvias caidas y los riegos efectuados para cada uno de
los periodaos vegetativos de ambos cultivos.

En el primer ciclo de 1a moha se cortaron, al ras de
la superficie, Jas plantas que componian medic lisime-
tro fertilizado con urea. Ese corte se realizd el 7 de fe-
brero de 1979, antes que se desarrollaran las panojas,
con el objeto de conocer la recuperacion de nitrégeno
en caso de someter el cultivo al pastoreo ¢ a cortes.

Fertilizantes

Uno de los lisimetros fue fertilizado los tres afios
y durante el ciclo de desarrollo del ajo, con sulfato

Cuadro 1. Cronograma de pricticas culturales en rotacion ajo-moha, 1978-1981,

Primera rotacion sjo-moha (Mayo 1978 — Abril 1979)

Mayo 7, 1978 ~ El suelo se escardilld, rastrilld y prepurd
Mayo 13 -~ Se aplicd una fertilizacién base de 10 2 p, O, /m® y 6 g K, /m?
Mayo 32 — Loy dientes de ajo colorade tipe exportacion se curaron con un fungicida sistémico

CERCOBIN-NI--44

—  Se piantaron los dicntes de ajo a razdn de 11 dientes por metro Hineal de hilera, en surcos espacia-
dos 50 c¢m cada uro, lo que hace un totzl de 44 dientes por metro cuadrado

— Fl suclo proxime a los dientes se tratd con un insecticida-acaricida sistémico THIMET {Phorate) a

razon de 2 g/m?®

Este tratamienio se repitié mensualmente por un total de 3 veces

Agosto 1 ~  Pertilizacién nitrogenada; primera dosis de 10 ¢ N/m? en forms de (P *NH, ), S0, v (**NH,), CO

respectivamente

Septiembre 26 ~ Fertilizacion nitrogenada; seganda dosis de 10 g N/m?® en torma de (*SNH,), SO, y (' "NH,),
CO respectivamente

Diciembre 12 - Se retiraron todas kas ptantas de los Hisimetros La cosecha tracasd por ataque de un agente patold-
gieo

Diciembre 20 — Desinfeccion del suclo de los lisimetros con bromuro de metilo gaseoso

Diciembre 23 — Elsuelo se escardifld rastritid y prepard

Diciembre 26 ~ Siembra de moha 3 razdn de 14 p de semillesfm?® | en 6 surcos por metro cuadrado, separados
15 em

Abril 16, 1979 ~ Cosecha de mpha Se cortaron las plantas @l ras de la superlicie; se seearon en estula o 60°C. Se se-

pararon las panojas. Se extrajo un plan de sucio de 56 em de lade v 58 em de prolurdidad de don-
de se separaron s ritces o mano: aquellas que quedaron retenidas en tzmiz de 1 mm se secaron en
estufa a 60°C. Se volvio ol sucio 4 su respegtivo lisimatro
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Segunda rotacion ajo-moha (Junio 1979 — Junio 1980}

Mayo 15

Junio 2

Septiembre 6

Diciembre 13
Diciembre 21

Febrero 7, 1980

]
i

i

Sec aplicd una fertilizacién base de 10 g P, O, /m? y 6 g K, O/n?

Se plantaron fos divntes de ajo de jgual forma que en mayo 22, 1978, que hice un total de 44 dien-

tes por metro cuadrado

Fertitizacion nitrogenada & razén de 15 ¢ N/m? en forma de (' SNIL), SO, v (**NH,), CO s

pectivamente

Cosecha del caltivo

Se sembrd la moha de igual forma que e 20 de diciembre de 1979

Se vuelve a sembrar neoha de fa nusma lerma anterior

Septiembre &

Diciemiye §
Diciembre 26
Diciembre 29

Abril 23, 198]

'

i

5
i

Junio 3 —~  Cosechs del cultive idem al 10 de abyil de 1979
Tercera rotacion ajo-moha (Junio 1980 ~ Abril 1981)
hunio 18 — Fertilizacion buse idem afios anteriores.
Funio 19 — Se plantaron los dientes de ajo de Bual lorma que en afios anteriores

Fertilizacion nitrogensada s razdn de 10 g N/m? en forma de "SNH,), SO, v ¢ PN, ), €O
respectivamente

Cosecha del cultivo idem aioy anteriores

Ed suelo se escard A, rastrifld y prepard

Siemibra de moha de Hungria de igual forma gue en afios anteriores.

Cosecha del caltivo idem afios anteriores. No se extrajeron fas raices

Cuadro 2. Distribucion de {luvias y riegos durante ef experimento 1978-1981.

1978 1979 1980 1981
Mes Lluvia Riego Liuvia Riego Lluvia Riego Lluvia Riego
mm

Enero 610 - 148 8 - 137 - 66.5 200
Febrero 1109 - 745 - 73 N0 73.1 -
Marzo 126 3 - 94 4 - 1622 - 899 -
Abril 210 - 179 - 1130 - 92.0 -
Mayo 36.6 - 421 - 588 - 60 5 -
Junio 43 1040 G.6 10.0 162 - 2601 -
Yulio 610 - 37 - 0% 4 - - -
Aposto 475 10c 310 - 56 19.0 - -
Setiembre 5690 10.0 328 10.0 175 00 - -
Octubre 5040 200 719 300 759 300 - -
Noviembre 632.5 20.0 60.1 300 397 300 - -
Piciembre 84 7 - 117.6 - 89 - -

Total 7208 - 695 4 - 6982 - - -
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Cuadro 3. Liuvias y ricgos duranie ef ciclo vegetativo de fos cultivos, 1978-1981.

Afo Cultivo Periodo ciclo vegetativo Liuvias Riegos
(mm) (mm}
1978+ Ajo 212-5-78 al 12-12-78 2921 70
1979 Moha 26-12-78 al 104-79 3221 -
Ajo 2-6-79 al 13-12-79 2343 80
1980 Moha 8-2-80 al 3-6-8C 452.0 20
Ajo 19-6-80 al 9-12-80 2115 90
1981 Moha 29-12-80 at 23-4-81 3215 20

F* Cultivo perdido.

de amenio marcado y el otro con urea marcada. Las
cantidades aplicadas anualmente se presentan en el
Cuadro 4 Los fertilizantes fueron disueltos en {0 i
tros de agus vy distribuidos sobre la superficie de los
listmetros pary obtener buena uniformidad en su dis-
tribucidn. Fue necesario gue lu superficie de los sue-
los estuviera ruzonablemente secu, de forma que el
liquido infiltrara rapidamente

Muestras de suelo y material vegetal

Después e las cosechas de los cultivos se extraje-
ron muestras de sueio, cada 20 em hasta uns profun-
didad de 100 cm, las que fueron analizadas para nitrd-
geno total y relacion isotdpica con el fin de determi-
nat el nitrdgeno residual

El nitrdgeno total de las muestras de diferentes
partes de las plantas de ajo (hojas, bulbos y raices) y
de moha {(hojas y tallos, grano y raices) se determind
seglin el método macro-Kjeldaht para incluir nitratos
{1y Para cada muestra se realizaron dos determinacio-
nes las que se promediaron. Los destilados se acidifi-
caronl ton HCL, se redujeren a un volumen pequetio
y en ellos se determind la relacion isotopica "IN/ SN,
previg oxidacion a N4 con hipobromito de sodio (9)
Para cada destilado se realizaron dos determinaciones
espectrométricas con espectrometro de emision Q24-
Zeiss lena {14}, de modo que se obtuvieron cuatro
resultados de lz refacidn isoldpica por cada muesira,
los que se promediaron

Resultados y discusion

La el Cuadro 5 se presentan los valores de nitroge-
no recuperados por los cultivos del suelo del lisime-
tro fertilizado con sulfato de amonio Los valores co-
rrespondientes para el tratamiento uren se muestran
en el Cuadro 6, donde se incluyern también los resulta-
dos obtenides del corte de moha electuado antes de
la formacidn de las panojas (45 dias después de la

siembra} 1l r recuperado, en mg n/m?*, fue obtenido
con fa siguiente ecuacion (8):

mg Exc. "*N/m? {planta) . mg N/m? (aplicados)

mg Exc TIN/m? (aplicados)
donde:

mg Exc. "*N/m? (planta) = mg exceso, sobre la abun-
dancia natural, de "7 N en [a planta, por m* de super-
ficie y mg Exc. '*N/m? (aplicados) = idem af ante-
riog, aplicados ai suelo.

Primera rotaciéon ajo — moha

Li lisimetro fertilizado con urea proporciond un
rendimiente de moha superior al tratamiento con
sulfato de amonio, si bien ambos cultivos recuperaron
cantidades similares de nitrogeno aplicado durante el
cultivo de ajo. Con mds exactitud, 16 6% el trata-
miento sulfato de amonic y 15.6% el tratamiento
urea. Ei primer tratamiento proporciond una recupe-
racidn en fos granos de 10.68% , y el conjunto hojas vy
tailos de 592% . El segundo, brindé valores semejan-
tes de N recuperado {anto en el grano como ea el con-
junto hojas y tallos (8.33% y 7 21% respectivamente)
y absorbidé mayores cantidades de nitrdgeno prove-
niente de otras fueates {el grano 82 5%, v las hojas y
tallos 73.7% del nitrogeno total absorbido).

El ciclo de la moha fue de 105 dias v a los 435 dias
de la siembra (corte de plantas enteras realizado el 7
de febrero de 1979} va el cultivo, cuyo sueio fue tra-
tado con urea, recuperd el 10.34% de nitrégero O
sed que, antes del desarrollo de las panojas, la moha
absorbid et 66% de la totalidad del nitrdgeno recupe-
rado (Cuadro 5)

Las raices de moha, en ambos tratamientos, mos-
traron upa proporcion de nitrdgeno tetal superior al
conjunta hojas y talios y ung muy bzja recuperacién
de nitrdgeno del fertilizante.
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Cuadro 4. Fertilizante nitrogenado marcado con ' *N

Afio % dtomosde 5N Fecha Cantidad Residual Total
de agregada (' *NH,), SO, ('*NH,), CO  (**NH,), S0, ('*NH,), CO
('*NH,), S0, ('°NH,), CO Aplicacion gN m-? gN m~? gNm—*
1978 812 10.20 aposto 1 10 - - - -
setiembre 26 10 - - 20.00 20.00
1979 2.88 476 setiembre 6 15 643 6.51 2143 21.51
1980 7.20 8.16 setiembre 9 143 11.96 1042 21.96 26.42

Segunda rotacién ajo — moha

El rendimiento de los bulbos de ajo fue levemente
superior en el tratamiento urea (700 g/m?), los que
recuperaron 29.29% de nitrogeno, residual mds adi-
cionado. El tratamiento sulfato de amonio rindié un
peso seco de bulbos de 670 g/m® los que absor-
bieron 28 49% de ese nitrégeno. Las hojas y rasces re-
cuperaron cantidades pequefias de nitrégeno, totali-
zando ambas 1.69% y 1.65% en el tratamiento urea y
sulfato de amonio, respectivamente. El suelo que reci
bid urea proporciond una recuperacion total de N de
30 98%, y el que recibi¢ sulfato de amonio, 30.04%

El cultivo de moha fue cosechado sin que el grano
alcanzara su estado de maduracién por lo expuesio en
la seccion de Materiales y Métodos Consecuentemente,
los valores de N recuperado fueron inferiores a los del
afio anterior (8 48% y 11.76% en el tratamiento sul-
fate de amonio y urea, respectivamente). Los rendi-
mientos, especialmente de granos, fueron también ba-
jos. Ademis, los contenidos de nitrogeno totat en el
canjunto hojas v tallos y raices fueron elevados, lo
que denota que el cullivo no contd con el tiempo ade-
cuade y suficiente para su normal crecimiento y ma-
duracién. Esto estd corroborado por fa baja recupera-
cion de nitrégeno por los granos inmaduros ¢e moha
(1.36% y 1.49% en el tratamiento sulfate de amonio
y urea, respectivamente)

Tercera rotacién ajo — moha

La cantidad de agua recibida por el ajo fue similar
a la del afic anterior (Cuadro 3) También los rendi-
mientos fueron similares ya sea entre tratamienios y
con respecto a la cosecha del ciclo anterior Ademds,
ambos cultivos recuperaron cantidades simifares de
nitrégeno, adicionado mds residual (33 80% el trata-
miento sulfato de amonio y 33.28% el tratamiento
urea). Las hojas y raices recuperaron cantidades muy
pequeiias v similares de N en ambos tratamientos, o
sea 0.85% el tratamiento sulfato de amonio y
(3 81% el tratamiento urea.

El tercer cultivo de moha rindid un peso seco de
hojas v tallos (1 236 g/m?) y de granos (374 g/m*)
superior a los valores obtenidos en el tratamiento con
ures {1 105 y 354 g/m?, respectivamente). Durante
este periodo, el cultivo recibié 321 mm de Huvia, igual
cantidad que durante el primer ciclo {Cuadro 3) aun-
que diferentemente distribuida (Cuadro 2). Como
consecuencia, el cultivo realizé su primer desarrollo
con una inferior humedad del suelo, lo que pudo ha-
ber provocado rendimientos también inferiores a los
obtenidos en el afio 1979

El tratamiento sulfato de amonic absorbid
18 65% de nitrégeno residual, mientras que el trata-
miento urea absorbio el 13.02% de ese nitrégeno (sin
incluir raices, las que no fueron extraidas esta vez).
Ademds, en ambos tratamientos los granos absorbie-
ron aproximadamente el doble de nitrégeno que el
conjunio hojas y tallos. Similarmente a lo ocurrido
en la moha de la primera rotacion, e} tratamiento urea
absorbié mayores cantidades de nitrogeno provenien-
te de otras fuentes (65.0% el grano y 73.2% el con-
junto hojas y tallos) que el tratamiento suliato de
amonio {56.6% y 58 3% , respectivamente). Esto in-
ducirfa a pensar que la urea favoreceria una mayor
movilizacion y sbsorcion del nitrégeno nativo del sue-
lo {Cuadros 5 y 6).

Conclusiones

Este estudio permite conciuir bajo las condiciones
experimentales mencionadas y a fa zona de influencia
de Bahia Blanca que:

1. El cultivo de ajo absorbe aproximadamente el
30% del nitrogeno de los fertilizantes, urea o sulfato
de zmonio con rendimientos similares en ambos trata-
mientos.

2. La moha de Hungria recupera alrededor del

15% del nitrégeno adicionado al ajo, proporcionando
rendimientos muy importantes de materia seca

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 163171
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3. Los dos cultivos de la rotacion absorben aproxi-
madamenie el 45% del nitrégenoc aplicado (Cuadro 4}

4. Los rendimientos anuales de los cultivos se
marntienen al disminuir las dosis anuales de los fertili-
zanies.

5. La rotacidn gjo-moha puede efectuarse anual-
mente s se dispone de suficiente agua. Como el sjo
es un cultive que requiere riego, es factible proporcio-
nar al cultivo de mcha una adecuada humedad del
suelo en la primera etapa de su crecimiento. La moha
de Hungria podriz destinarse a pastoreo o a ia pro-
duccidn de semilla. Ademds, su rdpido crecimiento
permitiria evitar ¢l desarrollo de malezas y mejorar ¢l
suelo incorpordndolo al mismo uno a dos meses antes
de lz nuevs implantacion de los ajos,

Resumen

tin este trabajo se estudio la absorcion de nitrége-
no en una rotacién anual de ajo (Alliwm sativion) y
mijo (Setgrig itdlica). en nitrdgenc se aplico como
lirea y suifato de amonio marcada a un Typic Haplus-
toli en varios lisimetros durante tres afios E1 '3 N del
fertilizante se aplicd solamente al ajo, siendo el ni-
trogeno derivade del fertilizante (N dff) determina-
do en las hojas, frutas (bulbas pura ef ajo y semillas
para el mijo) y las raices de ambos cultivos Cada afio
el nitrogeno tetal marcado (adicionado mds residual)
se mantuvo a un nivel aproximado de 20 g/m?

Et N dff en el cultive de ajo estuvo alrededor del
30% con un rendimienio aproximado de butbo seco
de 700 g/m® para ambos tratamientos nitrogenados
£l N ff en el cultivo del mio fue alrededor del 15% v
los rendimientos de grano oscilaron entre {616 ¥y
1105 g/m® con urea y entre 1384 y 1236 g/m?* con
sullsto de umonic dursnte los tres afios del experi-
mento
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Notas y comentarios

Isodcidos para aumentar la produccién de leche

Un nuevo aditivo para los alimentos del ganado le-
chero, desarrollado en la Michigan State University
(MSU), en East Lansing, por el Dr. Roberto Cook,
promete ser un importante avance en la produccion
de leche El aditivo, compuesto de isodcidos, aumen-
ta la produccién por animal, y es fruto de investiga-
ciones realizadas por Cook durante muchos afios de
labor profesional en la MSU (Futures, March 1984,
p. 8).

El término jsodcidos se refiere a una mezcla de
cuatro sustancias quimicas; dcido isobutirico, dcido
isovalérico, dcido butirico 2-metil, y dcido valérico.
Estas sustancias naturales son producidas por todas
las células mamnarias. Las investipaciones de Cook, ini-
ciadas en 1962, establecieron que estas cuatro sustan-
cias incrementaban el crecimiento de bacterias en el
rumen de la vaca, lugar donde comienza la digestion
de los forrajes.

Ciertas bacterias del rumen son altamente eficien-
tes en digerir el forraje. Estas importantes bacterias
necesitan iscdcidos para su crecimiento y desarrollo.

14. SOMMER, K.y KICK, H. Auf eine Eichkurve
bezogene emissiosspektrographische '*N-
Bestimmug mit dem Spektrographen Q24-
Zeiss. Zeitschrift {ur analytische Chemie,
220:21-26. 1973,

Tomé ailos de investigacion bdsica de laboratorio pa-
ra aistar los isodcidos y encontrar una mezcla que pro-
movia el mds eficiente crecimiento bacteriano. Estos
afios en el laboratorio fueron seguidos por otros de
experimentos en pequefia escala con animales y ensa-
yos de campo en escals comercial.

Mediante pruebas con cientos de vacas en 11 uni-
versidades estatales, los isodcidos han demostrado su
capacidad de aumentar la eficiencia del forraje en ci-
fras de 8 a 10 por ciento Este sumento de 10 por
ciento significa que los agricultores podrian producir
fa misma cantidad de leche con un 10 por cieato me-
nos de forraje, o producir 10 por ciento mds con la
misma cantidad de forraje

Al estimular la fermentacién que ocurre en el ru-
men, los isodcidos pueden permitir que las vacas digie-
ran algunos subproductos no utilizados hasta ahora
Experimentos recientes, que Cook ha llevado a cabo
con ovinos en os tropicoes mexicanos, han aumentado
fa digestibilidad de las coronas terminales de las pifias
con suplemento de iscdeidos, urea y azufre,

Sear 0 no aceptados inmedjatamente los isodcidos
por los ganaderos lecheros, sin duda otros cientificos
hardn estudios derivados de Ia investigacién de Cook.
Un articulo sobre su trabajo estd publicindose en el
numero del Journal of Dairy Science correspondiente
a marzo de 1984 Adalberto Gorbitz.

Turrialba Vol. 34, No, 2, 1984, pp. 163-171
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Notas y comentarios

Granadilla que atrae hormigas mediante golosinas

Son ya comunes las relaciones entre insectos y
plantas. La mds conocida es la polinizacion, en la que
los insectos cambian sus servicios como acarreadores
de polen por un poco de néctar Sin embargo, algunas
plantas consiguen una alianza mds estrecha con sus
insectos asociados

Las asociaciones simbidticas entre hormigas y dr-
teles de acacia (en las que la planta provee alimento y
refugio, v las hormigas suministran una fuerza volante
de seguridad que repele a casi todos los invasores) son
un ejemplo notable de coevolucién entre hormigas y
plantas Las acacias abastecen a las hormigas con néc-
tar secretado por glindulas especiales en Ia base de ca-
da hoja Las hormigas a menudo habitan en las espi-
nas nuevas de la planta y patrullan constantemente
los alrededores de su vivienda, ahuyentando a los in-
vertebrados que comen partes de la acacia.

La mayor parie de estas relaciones se encuentran
en los tropicos y subtrépicos Un ejemplo de asocia-
cion similar en la zona templada ha sido recientemen-
te descrita por D. Kelly McLain, de la Universidad de
Emory, en Atlanta, Georgia (American Midland Natu-
ralist vol. 110, p 433). McLain observdé una asocia-
cién entre la enredadera de la pasion (Passiflora in-
carnata), una especie del mismo génerc que la grana-
dilla, v un nimero de especies diferentes de hormigas.

Al igual que las acacias, esta granadilla tiene necta-
rios que ocurren en pares tanto en el peciolo como en
las bricteas que estdn situadas en la base de las flores
y yemas. Mientras que los nectarios florales producen
néctar sélo en momentos especificos durante el dia,
los nectarios extraflorales secrefan néctar continua-
mente Este abastecimiento constante de néctar s un
fzctor importante para atraer un gran nimero de hoy-
migas a la planta.

McLain notd que cinco especies de hormigas visita-
ban la Passiflora durante el curso del dia para tomar
néctar de los nectarios extrafiorales y que las visitas

de las diferenies especies rara vez se traslapaban, pro-
veyendo & la planta con una proteccion continua. Las
hormigas que visitaban las enredaderas atacaban a
moscas, escarabajos y saliamontes, impidiendo eficaz-
mente gue estos insectos se alimentasen de las hojas,
yemas y flores de la pasionaria. Cuaundo se elimina-
ron de una plantz las glindulas productoras, dismi-
nuyo el ndmero de hormigas visitantes, mientras que
aurmentd a tasa de pastoreo por los insectos herbivo-
ros. Las plantas protegidas por las hormigas defenso-
ras produjeron mds frutos que las plantas sin guardia-
nes, y ias hormigas se observaron que hasta podaban
las hojas viejas que ya no producian néctar. En una
planta, las hormigas habian establecido residencia per-
manente en los tallos huecos de la enredadera, sumi-
nistrdndole asi una fuerza de seguridad interna y resi-
dente.

;Como se compara la proteccién dada por las
hormigas a su planta hospedante con otros métodos
que las plantas han desarrollado para defenderse
contra el ataque de los insectos? Las plantas producen
un niimero de compuestos toxicos y nocivos, que se
supone repelen 2 los herbivoros. Alcaloides, resinas,
taninos y una variedad de otros compuestos se pien-
sa gue proveen a la plania con un armamento quimi-
co. Las sustancias secretadas por los nectarios extra-
florales de la pasionaria y de ia acacia pueden también
ser consideradas como una defensa quimica, porque
esta produccién de néctar a final de cuentas juega un
papel disuasivo ante los pasteadores. La sintesis de
aztcares sencillos y aminodcidos que conforman el
néctar pueden ain costar menos energia que la pro-
duccion de compuestos quimicos mds elaborados
usados para la defensa mds directa

Si la planta usa disuasivos estrictamente guimicos,
tiene gue producir entonces cantidades suficientes de
las sustancias toxicas para hacer repelente a la planta
entera. Si las hormigas son empleadas en la estrategia
defensiva de las plantas, por el contrario, solo se nece-
sita suficiente néctar para atraer suficientes defenso-
res. McLain v otros también han sefialado otra ventaja
en usar golosinas para atraer una fuerza defensiva mo-
vil y activa. Es probablemente mucho mas dificil para
un herbivoro desarrollar una defensa contra una hor-
da de hormigas que muerden y pican, que desarroliar
los cambios fisioldgicos necesarios para adquirir resis-
tencia a toxicos y repelentes. Adalberto Gorbitz.
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H 1 FAGAN*

Resumen

La mdxima produccion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides en agua
colectada de drboles de citricos coincide con la época de floracion, la mavor concen-
tracion de esporas ocurre durante enero y marzo cuando se presenta el principal perio-
do de floracion y coincide con la mayor caida de frutas proveniente de ese pertodo de
floracion. Entre épocas de floracion se encuentran mimeros moderados de conidias
pero las inflorescencias no son siempre afectadas La correlacion entre el mimnero de
esporas de Fusarium y la floracion no es tan consistente como en ¢l caso de las esporas
de Colletotrichum.

Se encontrd peritecios de Glomerella cingulata ent hojas de citricos descompo-
niéndose en el suelo ¥ en menor cantidad en el agua recogida de los drboles, la infec-
citn primaria de las inflorvescencias se atribuye principalmente a los conidios de C
gloeosporioides proveniente de floraciones fuere de ciclo aungue conidios por filo-

plane de Colletotrichum puede también ser un agente casual

Introduction

ince its discovery in Belize in 1956/57, post-
bloom fruit drop disease, associated with a
# form of Colletotrichum gloeosporioides (Penz )
Sace. (2, 4, 5), has become ol increasing economic
importance to the citrus growers of Stann Creek
Valley, and to the citrus industry of Belize In this
disease, the infection ol the blossoms results in
abnormal abscission of fruitlets and considerabie
reduction of the crop can result {rom severe attacks

(4).

Of the two blossoming seasons of citrus in Belize,
severe infection occurs only in the main bloom of
January to March, from which approximately 95%of
the annual crop is normally derived Fruitset on
individual, severely-infected trees may be completely
prevented and more than 50% of the annual crop in
such groves may be fost This main flowering season
coincides with cool, rather dry weather; the second
flowering season usually cccurs in June to July when

1 Received for publication on August 12, 1982

* Citrus  Research Station, Citrus Growers Association,
Stann-Creek Valley, Belize, CA.
Present address, Faculty of Agriculture Unit, University
of the West Indies, Mona, Kingston 7 Jamaica, W L.

both rainfall and temperature are high, and discase
level is usually light to moderate, depending on foca-
tion However during the main season, areas subject
te high amounts ol rainfall are proportionally more
badly affected than those receiving very low rainfall
In the Stann Creek arex, rainfall increases {rom a
comparatively low level towards the coast, to a high
tevel at the head of the citrus belt (approx 37 km
inland from the coast): disease attacks are generally
mwore severe at such inland focations

This paper describes experiments conducted in
1971 -73 (3) to measure the seasonal abundance of
Colletotrichum spares in infected groves. in relation
to incidence of rainfall and oceurrence of blossoms
Such information is considered useful in eluvidisting
the course of the epidemic and in plunning control
measures

Materials and methods

Assessment of disease incidence and severity.
Postbloom fruit drop discase is recopnized by two
main symptoms. These consist of (u) initial attacks
on the {lowers, causiag distinct pink to brown spots
on the petals which later become completely
blighted: (by this is followed by the sccond stage
when [ruitlets abseiss leaving the conspicuous en-
larged calyces (buttons) of the infected flowers on
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the branches (4). The incidence of the disease can
therefore be determined by the presence of infected
flowers, or disease buttons which persist on the
branches for one year or more. The severity of the
disease is roughly proportional to the abundance of
infected flowers or to numbers of buttons remaining
on the trees. Disease can thus be rated as being
absent, light, moderate or heavy according to the
absence or increasing abundance of infected flowers
on buttons on the branches.

Spore trapping. Four spore traps were placed in
each of three groves in the Stann Creek Valley in
December 1971. Traps in one grove were serviced
until November 1972, and in two groves, until
October, 1973. The traps consisted essentially of a
rain shield, funnel and container (Figure 1). The rain
shield was a piece of heavy-duty aluminum foil sup-
ported at the edges by a 25.0 cm frame of wire
(2.6 mm diameter); the funnel was a 15.0 cm
diameter inverted cone of aluminum foil supported
on a two-looped wire frame; the container was 200 or
250 ml glass flask, the larger flask being preferable
during periods of high rainfall to prevent overflow.
A triangular gutter of aluminum foil was attached
across the base of the rain shield which served to
exclude direct drifts of rain water from entering the
funnel and to collect splashed water from the trees.
By means of a long pole secured horizontally within
the tree, each trap was suspended at the periphery of
a tree canopy, 1.2 — 1.5 m above ground.

-
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(
C 5[\ : 3 )
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Fig. 1. An apparatus for collecting splash-dispersed spores
of Colletotrichum gloeosporioides from citrus trees.

' «———Neck loop of ftask

Traps were set out once a week and emptied usu-
ally on the morning following rainfall during the
previous 24 h. At each servicing, observations were
made of the state of flush and occurrence of infected
flowers. Periods between recorded servicing were not
constant as they depended on rainfall producing a
minimum of 50 ml total rain water/grove. Volumes
below this were not recorded. Water collected in the
traps in each grove was bulked and measured. A
150 ml aliquot of the sample was used except where
the total volume collected was less than this, when
the whole sample was processed. The sample was
filtered through a thin layer of absorbent cotton wool
to remove coarse debris; a 50 ml aliquot of this was
centrifuged for spore assessment, but 45 ml was used
where the original sample did not permit more than
this. To facilitate rapid identification of spores, a few
drops a 0.1% cotton blue-lactophenol stain were
added to the filtered water before an aliquot was
taken for centrifuging.

The sediment was taken up in the last 4.5 — 7.0 ml
(usually 5.0 ml) of the centrifuged aliquot and spore
counts were done on two 7/%1 drops. Twenty low
power (x 60) microscope fields, covering a known
area of the coverslip on each drop, were scanned and
the average count/drop of concentrate was calculated
from this. The concentration of spore/ml of original
sample was then calculated.

Field observations. In addition to routine observa-
tions on disease levels in various citrus groves in the
main citrus belt of the Stann Creek Valley, visits were
paid to groves in the Cayo District in the west of
Belize and to Corozal District in the north, where
decreasing quantities of citrus are also produced. The
level of disease incidence, and data on rainfall in
those areas were noted. ‘

Both prior to, and during the course of the spore
trapping experiments, regular field examination of
flowers, dead twigs and leaves, and old buttons were
made to discover the presence of any perithecia of
Glomerella cingulata (Stonem.) Spaulding & Schrenk,
the perfect state of C. gloeosporioides.

Results

Peaks of spore concentration coincident with the
blossoming seasons occurred in all groves (Figure 2).
The greatest numbers of spores were present during
the main bloom, but conidia were present in
moderate numbers between blossoming seasons. In
November 1972, few blossoms were recorded in
groves A and B and those found were usually un-
infected. The sources of the conidia producing the
peaks during that month were not evident. There
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was no peak in grove B in December 1972 during
which only a few, uninfected flowers were recorded
on test trees, but one peak appeared with the onset
of blossoming and of infections in that grove in
January and February, 1973 Spores of Fusarium
spp. were generally much fewer than those of C
gloeosporioides except in February 1973, when the
two levels roughly coincided {(grove B, 1973). Correla-
tion between the number of Fuserium spores and
occurrence of blossoms were not consistent.

No perithecia of . cingulata were found on
petals, old buttons or dead twigs during the experi-
ment, bui some were present on dead and decaying
leaves on the ground. However, ascospores occurred
in the traps in groves A and B during August to
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November 1972, but not in 1973 The concentration
of these was generally proportional to conidial
concendrations and, like the latter, inversely propor-
tional to the volume of trapped water (Table 1),

Comparison of rainfall figures for Stann Creek
Valley, Cayo and Corozal Districts {Table 2) reveals
that rainfall in Stann Creek is much higher than Cayo
and Corozal, particularly the latter. This difference in
levels of rainfall was found to be reflected in the
levels of postbloom fruit drop incidence in the
respective districts, whereas the disease was serious
in Stann Creek, it was generally of low incidence or
moderate severity in Cayo and was not observed in
Corozal District. There was no relationship between
temperature differences and disease levels
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Table 1. Oceurrence of conidia of Colletorriciuan gloeosporioides and ascospores of Glomerella cingulata in rain water from orange
trees in two groves in Stann Creek Valley, Belize, in relation to rainfall (1972).

GROVE A GROVE B
Month Yol. rain water No. of conidia  No. of ascospo- Vol. rain water No. of conidia No. of ascos-
collected (mis) fmd pores/ml collected {mls) fml pores/mi

16 August 500 0 0 HE) 1226 549

4 September 465 0 ] 373 136 136

IS September 270 181 45 425 90 45

4 October 1GO 407 181 165 542 361

19 Qctober 3150 32 32 325 64 0

|G November 1400 1903 0 298 65 97

Table 2. Comparative rainfall (1959 — 70} in three districts of Belize, differing in incidence of postbloom fruit drop disease of citrus,

Stann Creek District Cayo District Corozal District

Maonth (High incidence) (Moderate incidence) (No disease)
nm mm min
Fanuary 165 117 75
February 86 40 31
March 86 61 21
April 94 68 38
May 152 6( 120
JTune 310 241 193
Tuly 312 146 190
August 295 178 14¢
September 295 189 241
October 239 141 135
November 219 164 90
December 157 95 60
Total 2410 1 600 1343

Discussion from heavy dew (which frequently occurs during the

Although field examinations of citrus trees during
the experiment failed 1o reveal the presence of
perithecia, the occurrence of ascospores in rup-off
water shows that they de occur on the trees. The
erratic appearance of the ascospores, however, limits
their importance as source of primary inoculum for
blossom infection; it is suggested that conidia, which
oceur in fair numbers for most of the year, play an
important part in this event Denham and Waller
(1) suggest that these conidia are produced by a
phyllophane, low-pathogenic strain of C gloeospo-
ricides Once infection sets in, there is a rapid build-up
of inoculum originating from acervuli on infected
flowers and diseass spread is maintained by these

Dispersal of spores is facilitated by rain splashes
and air currents, and probably also in water droplets

main blossoming season, particularly in  groves
situated in depressions, and sheltered by wooden
kills — conditions which favour high humidity)
Dissemination of spores within and between trees
may be assisted by insects; since the mature crop is
usually harvested during the blossoming season of
the succeeding main crop, pickers may carry masses
of conidia on their bodies and ladders, particularly
when trees are wet.

There was evidence of dilution of spores by
increasing amounts of rainfall as observed by Waller
(6}, in the case of Colletotrichum coffearnm Noack
on Coffea arabica L

Although it has been noted that areas receiving
highest rainfall suffer proportionately higher
incidence of disease, the eritical rainfall influencing
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disease severity in the main bloom occurs around the
driest portion of the “dry season™ when sufficient
dispersal, but little washing-off of spores, results

Apart from the important effect of dilution of

inoculum by large amounts of through-fall, the low
level of disease observed during the warm, high-
rainfall period of lune to Sepiember probably results
from (a) the ability of the fungus to germinate well
at lower rather than at higher temperatures (4) and
(b} the longer duration of condensation forming
on flowers in the cooler nights of January to March
The areas of higher rainfall lie mainly towards the
wooded, hilly western portion of the citrus beit;
besides the higher humidity, the occurrence also of
higher rainfall in such areas {compared with areas
closer 1o the sea} during the cool dry season. provide
adequate facilities for spore dispersal and higher
disease incidence

Infection of trees spreads {aster downwards and
horizontally than upwards — a paitern consistent
with spore dispersal by rain splashes and dew drops;
it may spread from a single median branch to severely
effect the entire tree within the brief period of one
blogsoming season {3--4 weeks). From such an infect-
ed tree, disease may spread for a distance of five trees

along a row (7 6 m tree spacing) in the direction of

the prevailing wind, and two trees in the opposite
direction; no infection was observed beyond one
parallel row {91 m apart} on either side of such
infected trees Such rapid spread is consistent witl

wind-assisted spore dispersal and the involvement of

pickers
Summary

Peaks in the occurrence of spores of Colletotri-
chum gloeosporioides in run-off water from citrus
trees coincided with the blossoming seasons: the
greatest numbers of spores occurred in the main
bloom period of January to March. during which
postbloom fruit drop disezse is vsually severe
Conidia were present in moderate numbers between
blossoming seasons, but off-season blossoms were
not always infected. Correlation between numbers of

Fusarium  spores trapped and the occurrence of
blossoms was not so consistent as in the case of
Colletorrichum spores

Perithecia of Gomerella cingilata often occurred
on rotting citrus leaves on the ground. but few
ascospores were found in run-off water: primary
infection of blossoms is attributed mainly to conidia
of C gloeosporioides from off-season blossoms. but
conidia produced by phylloplane  Colletotrichum
inhabitants may also be involved
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Resena de libros

BORNFEMISZA, £ Introduccion a la quimica de sue-
los. Washington, D. C; Secretaria Gral de la GEA.
Programa Reg. de Desarrollo Cientifico y Tecnelo-
gico. Serie de Quimica, Monografia No. 25 1982,
69 p.

Este trabajo constituye una contribucién mds & la
coleccidn de monografias cientificas que sobre temas
de fisica, quimica, biologia y matemdtica edita el De-
partamento de Asuntos Cientificos y Tecnologicos de
la Secretaria General de la OEA, destinada a profeso-
res y alumnos de ciencias de los primeros afios de fa
Universidad.

Resumir en 69 piginas los aspectos mds importan-
tes de la quimica de suelos es una tarea muy dificil
Sin embargo, esta obra constituye una contribucidn
bastante compieta y fundamentalmente comprensi-
ble. Al final de cada capitulo se ofrece una bibliogra-
fia actualizada que permite profundizar cada tema

El capitulo § referido a los componentes inorgdni-
cos del suelo resulta algo complejo para estudianies
universitarios con conocimientos bdsicos de quimica
{objetivo propuesto por el auter) en la medida que
resumir en 16 pdginas los minerales primarios y secun-
darios, asi como los procesos de meteorizacién exige
demasiada sintesis en detrimento de la comprensitn
Los ejemplos ofrecidos respecte a los suelos en que se
presentan los distintos minerales colaboran en parte a
subsanar este problema.

El capituto sobre materia orgdnica es claro y conci-
s0; ofrece un resumen de los principales grupos de
sustancias organicas en el suelo, su importancia y los
procesos generales de descomposicion, Se destaca la
importancia de los complejos organominerales y la ne-
cesidad de un estudio mds exhaustive de los mismos,

El capitulo 3 sobre los procesos de adsorcién en el
suelo olrece una revisidn muy completa de las teorias
existentes acerca de este fenomeno y su representa-
cidn matemdtica (isotermas de Langmuir y Freun-
dlich; ecuacién de BET). El tema del intercambio ca-
tidnico ha sido especialmente tratado, incluyendo
modelas de representacién, ecuaciones de equilibrio y
factores que lo afectan.

En &l capitulo 4 se considera el rol de los oligoele-
mentos en el suelo (Fe, Mn, Zn, Cu, C1, B y Mo) ofre-
ciéndose un resumen muy completo acerca del origen
de los mismos y de los factores que afectan su dispo-
nibilidad

En general esta monografia presenta una buena in-
troduccion a la quimica de suelos, escrita ademds en
un castellano claro, aspecto normalmente deficiente
en ias traducciones y libros sobre suelos en nuestra
lengua. Resulta particularmente interesante el capitu-
lo sobre los fendmenos de adsercidén. No queda claro
porque no se ha incluido un breve capitulo sobre ma-
cronutrientes, esencialmente P y N, que hubiera con-
tribuido a ofrecer una obra aiin mds completa.

MARIA JULIA MAZZARINO
CATIE-~-TURRIALBA



POSTBLOOM FRUIT DROP OF CITRUS IN BELIZE: II. DISEASE CONTROL BY AERIAL

GROUND SPRAYING!/

H ] FAGAN®

Se logré un buen control de la enfermedad con una sola aplicacion de benomyl
con captafol (0.78 kg a 0.99 kg 4.5 2 6 0 I/ha de formulacion) con bomba de mochila
o de motor o por avion. El capiafol usado por sisolo (7.7 - 11 I/ha) tuvo gran efecti-
vidad cuando se aplicé dos veces, con un intervalo de 14 dias; el benomyl solamente
fue efectivo después de cuatro aplicaciones (a 0.99 kg/ha) por avion, ¥ no tuvo mingun
efecto cuando se aplico desde el suelo en la dosis de 0.78 kglha. El captafol wvo un
efecto residual bastante largo, siendo mds efectivo en el tratamiento de la enfermedad
de la caida de la fruta que el benomyl El control de la enfermedad v la retencion de la
fruta mediante aplicacion aérea fie comparable al resultado del método de aplicacion

terresire,

Introduction

ven before the cause of postbloom druit drop
disease (Colletotrichum gloeosporioides) was
@h=di known, there were attempts to control it by
application of hormone (because it was thought the
disease might be physiological) and fungicide sprays
{because histological studies also supgested the
involvement of fungi) (8)

In these exploratory tests, Weir and Phelps (10)
considered the hormone treatment (2.4-P) at
10 ppm to be more effective in increasing fruitset
than Perenox (cuprous oxide)} or Maneb (dithio-
carbamate) each at 2 g/l

In subsequent studies, Fagan (2, 3) showed the
involvement of a fungus in the disease, and prefimi-
nary test both in witro and in the field showed a
number of fungicides to be effective against the
disease. Field application of the fungicides on whole
trees was made by means of mistblowers However,
commeicial application of fungicides by mistblowers
and other ground equipment suffers limitations which

1 Received for publication on August 12, 1983

¥ Citrus Research Station, Citrus Growers Association,
Stann Creek Valley, Belize, C A

*  Present address: Faculty of Agricelture Unit, University
of the West Indies, Mona, Kingston 7, Jamaica, W]

can be serious, particuiarly on the rough terruing of
many citrus groves in Belize The alternative method
of spraying by aircraft was therefore considered

This paper describes experiments to test the com-
parative efficacies of (a) ground spraying versus seriat
spraying of various fungicide treatments: {b) various
schedules of spraying, sgainst postbloom fruit drop
disease

Materials and methods
Fungicide application

Three lungicide (rials were conductled on Valendis
orange at different sites in the Stann Creek Valley,
during the main blossoming season of 1972 The
objectives of these trials were:

4} to discover the minimum number of applications
of various fungicides required for satisfactory
discase control and improvement of lruitset;

b) to compare the effectiveness of aerial spraying
with that of pround spraying and estimate the
ceonomic feasibility of the former

Five fungicide treatments invoiving four chemicals
were tested in the ground spraying experiments and
four treatments (two chemicals) in the aerial experi-
ment {Table 1} In the ground spraying experiment,

Turrialba Vol, 34, No. 2, 1984, pp. 179-186
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Table {, Chemicals used in aerial and ground spraying
against postbloom fruit drop of sweet orange in
Belize (1972).

GROUND AERIAL
APPLICATION APPLICATION
Treatment® Rate of Rate of
formulation/ha formulation/ha
I Benomyl + 078 ke 099 ke
Capiafol 4501 6001
1 Benomy! -+ 155 kg 1.98 kg
Captafol 4501 6.001
11k Captafol 161 11 131
v Benomyl 078 kg 099 kg
v Captan -+ 247 kg -

Thizbendazoic 0.78 kg -

a  Spreader/sticker was used in freatments I, H & 11, at the
rte of 01% Y/v; albolineum oil was used in 1V and V
at 5% Y/v. Benomyl (Benomyl 50 w, F 1 du Pent de
Nemours & Co., USA); Captafol (Difolatan 4F, Chevron
Chemical Co., Orthe Division USA)Y; Captan {Captan
50 w Chevron Chemical Co., Ortho BDivision USA);
Thiabendazole 60 w = Tecto 60, Merck & Co, Inc, Merck
Chemical Div , USA).

treatments were applied to individual trees by means
of a motorised knapsack sprayer (mitsblower), so
that esch tree received approximately 3.0 1 of
fungicide mixture, giving a spray volume of 722 I/ha
(1 ha = ¢,240 trees} In the aerial spraying experi-
ment, fungicide appiication was by means of a fixed
wing Piper Commander aircraft fitted with Tee-Jet
nozzies and 46, D8 orifices. Spray volume was
112 V/ha, delivered under a pressure of 198 gfem?
and at ¢ 153 km/h relative groung speed The air-
craft flew as low as possible between the rows of
citrus during spray delivery, the trestments being
marked with flags ol different designs and colours
fixed at both ends of the plot {Figure 1}

The first application was sprayed when 30-50% ol

the trees were blossoming and less than [5% of the
blossoms were 4t the opening stage

Three schedules of application were used: a) single
application, at the beginning of the experiment; b)
two applications at intervals of 4 days and four
applications at intervals of 8 days

A split-plot design was employed in both the
ground and aetial experiments In the former, there
were four replicates of tlree schedules, split foe
treatments; each plot consisted of twe trees. In the
aerial spraying experiment there were three replicates,
and plots consisted of two rows of 25 trees; the
central 10 of the 30 trees in each plot were used for

disense assessment Guard rows provided distances
between plots of approximately 27 5-36 5 m,

Two-four bianches/tree were selected (depending
on abundance of flowers) and 1 509-1 600 blossoms/
plot were tagged, the blossoms being well distributed
on the constituent trees. As a rule, branches towards
the tops of the trees were not selected because fruit-
set was generally better (due to lighter infection) than
on lower branches. The number of blossoms (flower
buds) on the tagged branches were recorded at the
begitning of the spray schedules and the numbers
of healthy fruitlets and disease buttons resulting
from these flowers were recorded between 4 and
6 wks after application of the final spray At this
stage, healthy fruitlets are approximately 1 527 ¢m
diameter and the majority of affected fruitlets have
abscised teaving the typical buttons on the branches;
affected fruitlets which have not yet abscissed are
usually discoloured and always noticeably smaller
than heslthy fruitlets. These abnormal fruitlets
are recorded as buttons since they either drop shortly
or remain undeveloped

Persistence of fungicides: Samples were taken in
a low volume spray experiment {(§22 I/ha), in which
the fungicide treatments were: captafol 80W,
0.84 kg/ha; benomyl, 0.45 kg/ha and thiabendazole
(Tecto 60), 045 kg/ha, the last two figures being
an average of two higher and two lower doses of
those fungicides

Samples were also taken from a separaie experi-
ment where the above fungicides were applied by
high volume sprayer at rates approximately twice
those used in the low volume spraying. The high
volume spraying was conducted on oranges in a
high rainfall are a and the low volume in an area
experiencing moderate to low rainfall The samples

pic

Fig. I Spraying of citrus plots by fixed-wing aircraft,
against postbleom fruit drop disease: aircraft flying
low between rows of trees
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consisted of 15.20 flower buds and » similar number
of young fruitlets/treatment, selected into clean
plastic bags The flower buds were picked just prior
to the stage of budburst and the fruitlets, within 2 wk
of petal fall. Samples were taken at 3, 8, 14, 21 and
28 days after final spray application.

Portions of the flower buds and fruitlets were
plated out on potato dextrose agar previousty seeded
with conidia of Colletotrichuumn glocosporioides, and
incubated at ambient temperature Plates were
examined after 3-6 days for zones of inhibition
around the portions; inhibition was rated a (oHows:
no irhibition, (~); fairly weak inhibition - a narrow
zone ¢ 05 - 70 mm wide, (&) strongly positive in-
hibition — zones¢ 4.5 mnm — 10 mm wide, (+ +)

Results
Effect of fungicides and methods of application

Preliminary experiments. Preliminary {ungicide
tests on infected branches by Weir and Phelps (10)
produced little evidence of disease conrtrol in sub-
sequent i virro tests with three of the chemicals
used, namely maneb {manganeous ethylene-bis-
dithiocarbamate), Perenox (cuprous oxide), and
2, 4D {24-dichlorophenosyacetic acid) against
the associzted form of Colletotrichum gloeasporiol-
des, inhibition of fungal growth was wesk {(maneb)
or lacking {Perenox and 2, 4-I)) Perenox at 175
and 35 0g/ spectacularly enhanced sporulation in
the seeded plates (Figure 2, A2). In similar culture
tests using another copper-containing fungicide -
Cheshuat Compound (a mixture of 2%  copper
sulphate and 11% ammonium carbonate) - sporu-
ation of C gloeosporioides was also stimulated
(Figure 2. A3): like Perenox, Cheshuat Compound
was ineffective against postbloom fruit drop disease

In other fungicide tests using whole flowering trees
spraved by mistblowers, various levels of disease
control were obtained with different chemicals {2}
In two such tests, it was found that albolineum oil
{5%) in treatments containing captafol (1 35
40 g/ly or captan (25 - 40 g/l} produced phytlo-
toxic effects: this was particularly evident in captalol
On [oliage, symptoms varied from moderate crinkling
of young leaves in the mildest cases, to gross
deformity of young and maturing leaves: on flowers
they varied from slight deformity (o gross distortion.
extensive browning and premature opening of flower
buds; brown patches formed on exposed areas ol
young fruits. end severe russetting occurred on
maturing and ripening fruits. Phytotoxic effects did
not oceur to any extent in the present experiments
in which oil was omitted from treatments containing
caplafol

4 EZB

Fig 2(A} Lifect of copper funpicides on sporulation of
Cotletotrichum  glecsoporioides from citrug inflo-
reseence: (A1} control: (A2) enbanced sporuiation
by Perenox in older cultures: (A3) zonite growth
preceding  enhancement ol sporulation by
Cheshunt compound. in vounger culiures

Fig 2(B) Relative persistences ot benomyl and captatol on
Valeneia oranges fruitlets and flowers, cight days
after spraving of trees: (B1) absence of inhibition
of ¢ glocosporioides by benomyi in petals; {(B2)
weak inkibition by benomyd, in fruidets; (B3)
strong inhibition by captatol, in fruitlets

Present experiments: in so [ar as the cxperiments
were designed 1o test the comparative efficacies of
applying treatments by air and by ground equipment,
it was vonsidered desirable o present the relevant
data in one table Since the ground trials involved two
separate sites, it was also considered more convenient
to combine the results of the two sites: the possibility
of being sble to do so on statistical principies was
first investizated It was Tound that although {ruit-
set was higher {and buttens were Jower) at one
ground sile than the other. there wus u general evi-
dence (from compuler anulysis) ol a similarity
response of schedules, treatments (Table 2y and treat-
ments v schedules at both ground sites: it was thus
possible to combine the data from the twe sites In
addition. the control means for each site were pooled
in the comparison ol results

Disease control may be assessed by two. comple-
mentary parameters: (1) improvement ol fruitset
and (2} reduction of buttons For practical purposes.
emphasis is placed on the more impoitant parameter
of fruitset

Effect of ground-applied treatments: In general,
there was a very highly signilicant difference in fruit-
sel (2= 0.601) between treated and untreated plots
The best treatment was the mixture ol cuptafoi with
the lower concentration of bepomyl (Treatment 1.
Tables 2 and 3): this produced a highty significant
(P = 001)improvement in fruitset at ail schedules:

Turriaiba Vol, 34, No. 2, 1984, pp. 179-186
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Table 2. Effect of fungicides and trequencies of application by ground equipment, on fruitset of Valencia orange at two sites affected
by postbloom fruit drop disease in Belize (1972).
FRUI PER THOUSAND BLOSSOMS
One Application fwo Applications Four Applications
Treatment” Site 1 Site 2 Site | Site 2 Site | Site 2
I Benomy! (L} Captafol 66.6 158 §#* 913 136.9* 134 g+ 101 5%
I Benomyl (H}/Captatot 41.5 69.5 739 161 7%* 112.9%= 141 84+
HI Capialol (H) 54.7 542 105.9 12949 106.8 108.1%*
v Benomyl (L) 378 74.8 47.6 937 67.3 93 6%
V Thiabendazole/Captan 184 5t3 337 90 4 199 766
VI Control 40.7 704 74 8 743 296 149
Site 1 (Canada Hill) Site 2 {False Creek)

1.8 Treatments: P =005 48 4 638

0014, 647 853
£ SD Schedules: P=005 50.9 674

001, 7040 927

o Treatments within schedule are signiticantly difterent from controi at P = 0.05 and 0 01 respectively

il Benomyl (L), 0.78 kg/hay Benomyl (H), 155 kg/ha: Captatol, 4 5 ¥hay Captafol (H), 77 Yha;

Cuptan, 2.47 kg/ha

122% increase in Schedule A, 124% in Schedule B,
and 133% in Schedule C (Table 3} The higher con;
centration of benomyl with captaiol (Treatment H)
was highly etfective (F = 001} al two and four ap-
plications {1 32% and 152%increase in {ruitset respec-
tively -- Table 3} A single application of captalol
alone wuas not effective {8% increase in fruitset), but
a highly significant (P = 0.01) improvement of fruit-
set (131% increase) was obtuined with two spplica-
tions Benomyl alone was not significantly effective
al any of the schedules when the results of the two
sites were combined (fable 3y the thiabendazole/
captan treatment also was generatly ineffective

Effect of aerial treatments: In this trial. as in the
ground trisls, there wuas a very highly significant
(P = 0001} improvement ol [ruitset in treated plots
compared with control  The best treatment on
average was the mixtuse of captafol with the higher
concentration of benomyl (Tresiment [} which
produced a highly significant (P = 0 01) increase in
fruitset {107% ) using a single application, and a very
highly signilicant (P = 0 001) increase with two and
four applications {194% & 189% respectively: Table
31 At the lower concentrution ol benomyl-with-
captafol a highly significant (P = 001) incresse in
fruitset (119% ) was obtained with a single applica-
tion (Table 3 Schedule A). and @ very highly
significant increase {139% ). in Schedule ¢ One
application of captafol zlone produced a significant

Thiabendazole, § 78 kg/ho;

increase in fraitset {96% ), and g very highly signifi-
cant (P =0 001) increase was achieved with two and
four applications (156% & 167% , respectively}
Benomyi applied alone wus the least effective of the
trestments applied by air {Table 3). Only after four
applications  did o highly significant (P = 001)
inerease of fruitset (125%) result

In the very clfiective treaiments, there was gener-
ally no significant difference between schedules In
Treatment [ (Table 3), there was a significant
difference only between the single application and
the other schedules. In the benomyl treatment (IV)
there was a sigaificant (P = 0 05) difference between
the results of Schedule €, and those of A and B,
which did not differ significantly .

Comparison of methods of spraying: Except for
Treatment | at all applications and Treatment 1V at
two applications, wserial application appeared more
effective than ground application This is iilustrated
particularly in the increase of fruitset and reductions
of butions in the following cases {Table 33 Teeat-
ments {1 and i} in Schedule A, Treatment I in
Schedule B; Treatment It and IV in Schedule C. The
difference was greater at a single application than
after repeated applications

Residual activity of fungicides: Benomyt had a
very jow residual activity in developing citrus inflores-
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Talle 3. Comparative effects of fungicides, frequencies of application by ground and serial spraying, on postbloom fruit drop disease

of Valeneia orange in Belize (1972).

GROUND APPLICATION b AERIAL APPLICATION ¢
Fruitset/10° Buttons/10* % Increased in  Fruitset/ 107 Buttons/10° % Increased in
Hossoms blossoms fruitset over blossoms blossoms fruitset over
Treatment™ mean controls mean cam{ols
(50.8) (28.9)"
A ONE APPLICATION
I Benomyi (L}/Captafol 112 7%% 283.2* 1218 63.3%* 260 6% 1190
{1 Benomyl {HYCuptalol 55.5 461.2 92 59 9%% 196 ] ** 167 2
18| Captalol (H} 548 546.7 82 56 7* 257 4% 96.1
v Benomyl (L} 543 424 § 69 3272 3950 114
\Y Thizbenduzoie/Captan 349 489 2 313 - - -
Vi Control 556 414.7 - 247 4332 -
B TWO APPLICATIONS
I Benomy! (L)/Captafol 1i4.0%* 3623 124 4 55 4% 2086 916
H Benomyl (H)/Captafol 117 8%* 212 5% 1316 B4 GE |51 7wt 937
i Captaiol (H) 117.5%* 3703 1312 T4 (e 168 Q%t* 1560
IV Benomyl (L) 70.7 3922 391 393 3460 359
v Thaibendazole/Captan 620 4050 20 - - -
Vi Controi 74 6 4313 - 337 3470 -
C. FOUR APPLICATIONS
f Benomy! (L)/Captafol 11824+ 17 5%%* 1326 69 pHww 107 4#¢* 1387
| Benemyl (H) P27 B*# 127 3exs 1515 B3 4w 54 5k 188 5
11t Captafol (H) 137 5% 26G 3% 116 76 gr* 134 JHwE 1657
v Benomy! (L) 805 223 g** 584 65 O 23] 5% 1249
A% Thiabendazole 5313 3670 49 - - —
Vi Control 222 5384 - 282 3012 -
LS D Treatments: P=005 2011 {fruitse); 99.8 (buttons)
(Aerial trial} Schedules: = (.05, 239 (fruitsct); 118.5 {buttons)

e kE EEFL D= 05, 001, and $.001 respectively

4 Benomyl (L), 0.78 ke/hy;

Benomyl (H), 1.55 kg/ha; Captatol, 4 5 Ifha

Captafol (H), 7 7 1/ha; Thiabendazole, 078 ke/ha; Captan, 2.47 kg/ha

b Means of two sites (see Table (2}, each approx. 5 ha

¢ One site, approx 61 ha
d Pereentages are primarily

cences, in tests against Collectrotrichum gloeospo-
rigides in culture {Figure 2 B1, B2} Even at eight
days after ifs application to the trees, there was no
indication of its presence on older flower buds, and
its presence was only weakly indicated in fruitiets
(Table 4) In contrast, captafol had long and effective
residual activity both on flower buds and on fruit-
lets (Figure 2 B3); this activity persisted for 3 wk on
flowers and 4 wk on fruitlets

for ease of reference, rather than for farther direet statisticst comparisons

Discussion

The high and consistent effectiveness of a single
application of benomyl {L)/captafol {Treatment i,
Tables 2 and 3} in the ground spraying method,
compared with the other {reatments containing
benomyt or captafol, wis an unexpected cceurrence
The fact that this trend wus repeated {albeit to
lesser extent} in the wserial spraying experiment
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Table 4, Comparative antifungal activities of benomyl, thisbendazole and captafol residues in citrus blossoms and fruitlets” against

spores of Colferotrichum glocosporioides

LOW YOLUME

HIGH VOLUME

Days after Benomyl Captafol Thiabendazole Benomyl Captafol Thiabendazole
final sprays . . . X .
pray Petals  Fruitlets  Petals  Fruitlets  Petals  Fruitlets  Petals  Fruitlets  Petals  Fruitlets  Petals  Fruitlets
3 - & * + - - + + + - -
8 - ~ - + - - - + + A o - -
14 — - -~ + - - - + + A - -
21 - — - + - - - + + 4 + 4 - -
28 - - - - . - - - + - -
a: From one experimental site

]

No inhibition
Activity fuirly weak
Positive inhibition

+  Strongly positive inhibition

+ o=

indicates that the result is not a {ortuitous one; it
suggests @ synergistic action between the two
chemicals at that concentration The outstanding
performance of that treatment in the ground trials
{particularly in site 2), also sugpests an interplay
between synergistic action and correct timing of
application  Such timing would prevent the usually
rapid build-up of incculum which accompanies the
progress of the blossoming season

Although benomyl failed to significantly improve
fruitset after four applications by ground, it signifi-
carttly (P = 0035) reduced the number of buttons
formed (Table 3); this reduction is atiributed to the
therapeutic effect of the fungicide Tt apparently
fails 10 prevent fruitlet abscission once the early
stages of biossom infection have passed, butl arrests
fungal growth and/er production of the substance(s)
promoting the persistence and swelling of buttons

(3).

The results of these trials suggest that, except for
benomyi applied alone (by air), four applications
of the effective treatments were excessive and al
most, two applications seemed quite udeguate:
although a single application of some treatments
gave satisfactory disease control, the precise timing
on which such successes depended may be safely
{and economically) avoided in practice by the use
of two applications The results have indicated that
as single chemicals, captalol is more effective against
postbloom fruit drop disease than benomyl This
greater effectiveness appears to lie in the demon-
strated persistence of the former on the citrus irees,
a factor also reporied by Whiteside (11) for citrus
and Gibbs {5) for coffee This persistence is consider-
ed to be the main contributory [actor in the high

effectiveness of benomyl/captafol mixtures at the
lower frequencies of application. Similarly, the non-
persistenice of benomyi on the citrus tissues explains
its ineffectiveness at such frequencies

Atthough the concentrations of chemicals were
higher in the aerial than in the ground spraying
experiments, the often better results of the former
method are not explained by this fact The actual
amounts of fungicide deposited on individual trees
were considered comparable, allowing for the open
spaces within plots sprayed by the aerial method. The
observed higher eflectiveness of aerial spraying is
believed Lo result from the more efficient distribution
of the {ungicides. This difference between methods
was reduced as more material was deposited on the
trees in two or more applications However, in terms
of relative effectiveness of method and speed of
operation, the use of aircraft should be the obvious
choice for fungicide application against postbloom
fruit drop disease The cost of this method was found
to be moderately higher {by approximately t 96 ha
in 1973} than for ground application — a price which
was justified in the valuable time gained covering
citrus areas or difficult terrain at the critical time

The expected effect of the various schedules is
that increased disease conirol {and fruitset) would
be obtained with repetition of treatment applice-
tions While this was so in most cases, there were
instances where a single application was more ef-
fective than twe or four (Table 3, Treatment ],
Aerial; Table 2, Treatment [), und two applications
were more effective than four {Table 2, Treatment
HI, Site 2; Table 3, Treatment [Il, Ground) Although
these differences were not significant statistically,
they were nevertheless surprising; the reasons for such
results are not clear,
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The existence {and availability) of two eflective
chemicals for the control of postbioom fruit drop
disease is an advaniage, in that it reduces the proba-
bility of early development of {ungal resistance, such
as might be produced by the vontinual use of a single
fungicide. Nonetheless, occasionsl monitoring of the
mycological elfects of these chemicals oa the micro-
{lora of citrus is desirable

Nutman and Roberts (7) seported that certain
fungicides, including copper (Perenox). stimulated
poth the growth of an unidentified fungus on coffee
and perithecium production of a farm of Colleror-
chnm coffeannent on that host Gibbs (6) reported
that copper (Perenox) stimulated sporulation of
the CBD strain of C coffeanunm and of Phoma sp. on
coffee and suggesied thal “early-season sprays of
copper, formerly used to control CBD, may have
contributed to an increase in disease hazards by
affecting the primary level of the pathogen ™ The
inelficacies of vopper sprays indicated by Firman (4)
may be explained by these effects of copper on some
microflora of the coffee tree: the results of seeded-
plate tests on the C gloeasporioides associated with
postbloom fruit drop of cittus confirms this stimu-
tory effect of copper on Collerotrichan.

During a recent visit to Belize (1981-1982) it was
found that despite the promising results of the above
experiments, there was no established programme {or
spraying against postbloom fruit drop disease. Two
main reasons for this might be (a) the low effective-
ness of benomyl and its refatively high cost were
economically unattractive to growers: (by although
captafol proved effective and pessistent. its demon-
strated  toxicity to fish in streams close (o citrus
orchards spruyed by a furge grower probably posed
an ethical problem to the rural community The
developmient of a control programme against the
disease was desirable, but efforts towards thisend ()
did not appear to have materialized

I thank the Citrus Company of Belize for use of
the area at Pemona for the aerial trizl. Crop Culture
Limited whose aircraft did the spraying. Salada Belize
Limited and Mr D Longford for use of the False
Creek and Canada Hill sites respectively for the
ground trials. Mr Roy Locke for assistance in prelimi-
aary tests Mr H o Aldana for field assistance. the
Citrus  Growers Associztion of Belize in whose
employment most ol the work was conducted and
for their permission 1o publish the results; Mrs
Sanchez. CARDI. Teinidad. for statistical
analysis of the results of the fungicide experiments

Summary

Good discase contral was obtained with a single
application of a mixture of benomyl with captafol
(078 099 kg 45 00 ha of Tormulation),
appiied either by grovnd or by siv Capuafol alone
(77 111 i/ha)y was highly effective when applied
twice at intervals ol 14 days. but benomyl alone was
signiticantly elective only alter Tour applications (at
099 kg/ha} by airs it was not significantly effective ot
this scheduie when applied by ground at 0 78 kg/ha

Captalol had fong residual activity on citrus trees.
unlike benomyl. thus resulting in its greater effective-
ness against postbloom Truit drop discase

Disease control and increase of fruitset obtained
by aerial spraying were at the least compasable 1o
those of ground spraying
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Public No 28 1981 355 p

Fl libro incluye los trabajos presentados en un Ta-
ller de Trabajo Sobre Evaluacidn de Tierras coa Fi-
nes Forestales, auspiciada por el [nlernational Union
of Forestry Research Organization {IUFRO) y el gru-
po de Trzbajo en Evaluacion de Tierras de fa Sociedad
Internacional de Ciencia del Suelo {1888} La reunion
se llevd a cabo en Holanda en noviembre de 1980

Los 17 trabajos presentados se agrupan en 4os sec-
ciones; la primera resume la situacion actual con se-
siones sobre 1) Dindmica de los sistemas forestales,
2) Técnicas de reconocimiento y clasificacion de tie-
rras y 3) Clasificacion de sitios. La segunda sesion tra-
ta sobre “un enfoque integral de clasificacion de tie-
rras” e incluye sesiones sobre: 1) Conceptosy proce-
dimientos, 2) Calidad de la tierra y sus relaciones con
los requerimientos de su uso y 3) Otros aspectos de
relacion y aplicacion de sistemas de clasificacién

Comentar cada articulo seriz una labor importante
pero que caeria en le situacion de evaluar el bosgue

10 WEIR, C. C and PHELPS, R H Premature fruit
drop in British Honduras In Citrus Research.
{Report of the Citrus Research Unit, Univer.
sity of the West Indies) 1968, pp 40-41

Il WHITESIDE, I O Sites of action of fungicides
in the contral of citrus melsncse Phyto-
pathology 67:1 0671 072 1977

come la suma de sus partes en vez del coniunto. Qui-
zds, entonces, sea mejor resumir los aspectos mds so-
bresalientes del texto. En primer lugar, debe mencio-
narse que la clasificacion de tierras para uso forestal
aon permanece en un nivel cualitative; no se llega a
integrar un sistema numérico quizdé por la discrepan-
cia de las escuelas de pensamiento representadas en la
reunion Vaie la pena enfatizar en un segundo aspec-
10, los aufores estin concientes de la necesidad de lo-
grar ¢l cometido del primer punto y presentan nume-
rosa informacidn que deberd ser evaluads posterior-
mente con este {in

£n el texto se discuten varios sistemnas de explota-
cion forestal, lo que hace que los requisitos de las tie-
rras, para que se ajusten a las diferentes situaciones,
sean muy varizdas. Es mi opinidn que ni aiin con la
propuesta de Bailey para los Estados Unidos (Enfo-
que integral de clasificacidn de tierras como ecosiste-
mas) se logra llenar el contenido a aivel mundial

En el contenido del libro se observan trabsajos des-
criptivos, criticos y de resumen. La obra representa
ura buena recopilacion de fa informacién disponible
hasta que debe formar parte de las bibliotecas de es-
cuelas forestales y de especialistas en planificacion y
clasificacion de recursos fisicos

ALFREDO ALVARADO
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
SAN JOSE, COSTA RICA
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Summary

The fertility of nine Typic Dystrandepts of Costa Rica was studied under labora-
tory and greenhouse conditions. Chemical soil analysis, retention curves for K, Mg,
Mu, Zn, Cu, P, B and S, foliar analysis from sorghum plants grown on unfertilized
sails, and a greenhouse test with the missing or additive element technique with
sorghum in a liter soil pot, were realized The methods described by Digz-Romeu &
Hunter for a cualitative soil fertility diagnosis were used

The studied cations present similar nutritional characteristics in the nine Typic
Dystrandepts. As shown by the greenhouse data, K was the most limiting cation after
the P deficiency was corrected It was observed that soil pH and soil bases level are
usefid potential fertility indexes for volcanic soils, because Ca and Mg initial contents
determine natural fertility. In these soils, exchangeable Al was not found important.
No ke problems were observed and the Mn and Zn problems found by soil analysis
were not reflected in the greenhouse data. Only some soils from the Cordillera de
Guanacaste respond positively to Cu application.

Ca concentration in Typic Dystrandepts of Costa Rica varies, with a 90% statistic
probabifity, from 3.2 to 117 meg/100 mi, Mg, from 0.9 10 3 2 meq/100 mi, K, from
0.03 to 083 meq/100 mi, Fe, from 27 to 104 ug/ml, Mn from traces to 60 e /ml,
Zn, from 14 to 70 ug/ml and Cu, from traces to 23 pg/ml Soil pH in water varies
between 5.6 and 6.7 and in KCl between 4.9 and 56 Exchangeable acidity varies
Jiom 007 to 012 meq/100 ml

Ca concentration in foliar tissue of sorghum grown in greenhouse on these soils
varies from 0.30 to 0.85%, Mg, from 020 to 0.59%, K, from 0.68 to 4 0%, Fe, from
29 to 167 ppm, Mn, from traces to 237 ppm, Zn from 7 to 59 ppm, and Cu, from § 1o
26 ppm.

Recibido para publicacién el 30 de marzo de 1984,

Este trabajo constituye parte de Ia tesis de maestria de
la primera autora en el Sistema de Estudios de Pos-
grado UCR-CATIE, y recibié apoyo financiero de fa
Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de

Universidod de Costa Rica, Turrialba, Costa Rica
Dircceion permanente: Apartado 914, San José, Costa
Rica

Costa Rica a través del proyecto numero 02-07-06- o Cenlro de Iavestigaciones Agrondmicas, Universidad
67, “la fertilidad de In asociaciones de suelos de de Costa Kic, San José, Costa Rica
origen volednico™.
Fos autores le agradecen al Dr. Elemer Bornemisza su
de o

colaboracion en la revision y comestarios al presente ar-
ticulo, y a ta Usnidad de Suelos del MAG las faciiidades
brindadas para efectuar los analisis quimicas

Laborutorio de Suelos, Iscucla de 1 itoteenia, Facultad
de Agronemin, Universidad de Costs Rica, San José,
Costa Rica
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Introduccidn

| uso agropecuario de los andepts, "andosoles”
-0 sueios derivados de cenizas volednicas se ex-
tiende a nivel mundial en dreas pequefias princi-
palmente ubicadas a [o large del Anilio de Fuego o
Faju Circumpacifica. En términos porcentuales estos
suelos son poco abundantes; en Costa Rica existen
aproximadamente (30000 ha (3% del drea total)
bajo uso intensivo en café. hortalizas. cafia de aztcar
y ganado de leche

Debido a Ia gran actividad que soporian. fa infor-
macion que existe sobre el comportamiento nutricio-
nal de undosoles en diferentes partes del mundo {(Ja-
pon. Haweaii, América Latina) es abundante, aunque
poco concluyente. L objetivo de este trabajo es con-
cretar, a partir de un grupo de nueve suelos clasifica-
dos comao Typic Dystrandept y usando métodos de
lzboraterio e invernadero. las carseteristicas nutricio-
nales de los suelos de este tipo ubicados fuera del
Vaile Centrai de Costa Rica

En la primera parte de este estudio se presenta
la metodologia aplicada para todo el trabajo, y el
comportamiento nutricional de la acidez, las bases
{Ca. Mg, K3 v los elementos menores cationicos (e,
Mn. Zn. Cu) La segunda parte comprende ef compor-
tarpiento de los nutrimentos anionicos (N, P, B, S,
Mo), la materia orginica y la textura

Materiales y métodos

Los suelos en estudio, previamente clasilicados por
Cervantes {2}, Méndez {9) y Lopez {7) como Typic
Dysirandept, provienen de fos puntos indicadosen ia
Figura | Las muestras se tomaron a una profundidad
de 0-20 em, se secaron al aire. trituraron y pasaron
por un tamiz de 2 mm La evatuacion de la fertilidad
se hizo a través de los siguientes procedimientos:

| Andlisis guimico de los suelos en el luboratorio

2 Estudios de retencion de nutrimentos en el jabora-
toric

3 Andlisis foliar de plantas de sorgo deszrroliadas en
invernadero sobre los suelos sin fertilizar

4 Prueba bioldgica en invernadero mediante la técni-
ca del elemento fultante o zditivo

En general se siguio la metodologia descritz por
[Diaz-Romeu y Hunter {3) para diagnosticos cualitati-
vos de fertilidad de suelos

Analisis quimico de suelos

E§ pH se determind potenciométricamente en H, O
y en KCI IN, con una relacién de 10 ml de suelo a
25 mi de solucion

La extraceion de la acidez intercambiable (AT
+ ot intercambiabies). del Ca y dei Mg se realizo
con KO IN en una relacion 1:10. Para determinar
la acidez, se tituld con NaOH 0.01 Nen presencia de
fenoftaieina. Las concentraciones de Ca y Mg se de-
terminaron en un espectrofotometro de absorcién
atomica

Para el K. Fe, Mn, Zn. Cu y P, se efectud una ex-
traccion de 1110 con solucion Olsen modificada
{NaHCO4 05 N, EDTA 001 M) Las concentracio-
nes de K. Fe, Mn, Zn y Cu se determinaron en un
espectrofotometro de absorcidn atomica. Para la
determinacion coloriméirica de P se siguid el proce-
dimiento def azul de molibdenco. usande soluciones
diluidas de clorure estafiose y motibdato de amonio

El By el § se extrajeron con uns solucion de
Cally {PO4)> en una proporeion de 10 ml de suelo
a 25 ml de solucidn extractora Bl B se determind
por colorimetria usando curcumina. Para el S se
uso el procedimienio turbidimétrico a base de BaCi, .
con floculante PVP (polyviniipyrrolidone}

Tig 1. Ubicacidn geogriiica de los nueve Typic Dystrandept
estudizdos 1. Dos Rios, Upala, Alajuela. 2. Santa
Marfa, Bagaces, Guunacaste. 3 Bijagua, Upala,
Alajucla. 4. La Laguna, Tilarén, Guanacaste 5. Mon-
teverde, Puntarenas. 6 Zarcero, Alfaro Ruiz, Ala-
jucta 7 Sabalito, Ceto Brus, Puntarenas. 8. Agua
Bucna, Colo Brus, Puntarenas. 9 Agropecuario,
Corredores, Pantarcnas
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El porcentaje de materia orginica se determing
nor ¢l método de combustion himeds de Walkey
y Black. modificado por Saiz del Rio y Bornemisza
El andlisis granulométrico pary caracterizacion de
texturas so realizo segun el método moedificudo de
Bouyoucos

Para interpretar los andlisis de suelo se uso fa g
de niveles criticos {Cuadro 1) efaborada por el Centro
Agronomico Tropical de Investigacion y Enseitanza
{CATIE)

Estudios de retencidn de nutrimentos

Las curvas de retencion se realizaron pura los cle-
mentos cationicus K. Mn. Zny Cu.y para los aniones
P.B y S Los suelos se incubaron con soluciones de
concentraciones crecientes del elemento  deseado y se
dejaron secar Las concentlraciones no retenidus de
cada nutrimento se extrajeron y determinaron con los
procedimientos  convencionates  descritos  anterior-
mente

Las concentraciones adiclonadas en las curvas de
elementos cationicos aparecen junto con los resulta-
dos de extraccion en of Cusdro 6

Las curvas se usaron para determinar el porcentaje
de retencion de P, B y S.y para establecer las cantida-
des a adicionar en los tratamientos de la prueba
biotdgica

Analisis foliar

Los tejidos de plantas de sogo desarrolladus en
invernadero sobre los suctos en condiciones naturakes
(sin fertilizar). se secaron. molieron y digiricron en
calor con una mczcks de metanol H3 S04 v Ha O, al
30%A3)

Luas concentraciones de Ca. Mg, K le Mn. Zny
Cu e determinaron en un espectrofotometro de
absorcion atomica. y la de P por colorimesiia

Parg interpretan los resultados de estos amilisis To-
fiares se atilizo la gura (preparada o partir de datos de
virios autores) que se presenta en ef Cusdro 2
Prueba biologica o téenica del elemento faltante o
aditivo

Esta téeniea consiste ea disefar un tratamivato op-
timo teorico basado en el andlisis quimico del suelo y
en s curvas de oretencion Posteriormente se esta-
dlece ung serie de tratamicntos donde Talta o se adi-
ciona un elentenio a fa ver. de acuerdo a su presen-
ciil o zusencia ¢n ol optimo. La respuesta en readis
micnto do estos tratandentos os un relicjo del com-
portumicnte individual de cada nutrimento on el sue-
lo en presencia de cantidades adecuadas de todos los
demay

L tratamiento optimo Ledrico para cada suele
consistio en o adicion de Ko Mo, Zn. Cu. Py Sde

Cuadro 1. Gusa de interpretacién pars andlisiy de suelos, adaptado de Diaz-Romeu y Hunter (3).

Elemento (unidades) Nivel eritico Ambito optimo
P (ug/miy’? 12 - BO
Ca (meq/100 ml)? 32 40 - 36
Mg (meq/100 mly 0.8 20 - 18
K (meg/i00 mi)? g2 04 - 3
Ie (ugfmi}! 10 W0 - 80
Mn (pg/ml)’ 5 0 - 100
Zn (pg/mly 3 6 -~ 36
Cu (pg/mly 1 3 -2
B (ug/mh)* 02 05~ 8§
S {ug/mh)? 12 0 - 8O
CafMg 19 - 62
Mg/K 36 - 140
Ca + Mp/K 0 - 60

i Olsen Moediticado 1:10
2 KCIIN 1:10

3.0 CaH (PO, 1:25

Turrialbe Vol. 34, No. 2, {984, pp. 187-197
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Cuadro 2, Guia de interpretacion pari andlisis foliar de sorgo de grano, adaptado de JTones (63,

Lieptenio (unidades)

Ambite adecuado holas jovenes!

Ambito adecuado planta enters?

NG 3242

LN 0.200 - 060
Cat% G115 - 096
Mg 1% ) 0.20 - 056
K (%) 10 -30
Lo {ppm) 55 .. 200
Mn (ppm) 6 - 190
7 (ppm) M40
Cu {ppm) 2. dA

35 -40
0.38 - G660
9% -130
0.35 ~ 450

3043
164 - 250

440 ~ 150

30 - 60

8- 15

t Hojas jdvenes completumente desarrodiadas, 37-56 dias despuds de fs siembra

2 Planta entera, 23-29 dius despads de L sivmbra

acuerdo o las cantidades que las carvas de retencion
indicaron como necesarias pars tener en solucion Lies
veees el nivel eritice, valor establecido para estudios
de invernadero por Dz-Ronee y Hanter (3) L Mg
se o afudio hasta optimizer los equilibrios Ca-Mg-K se-
gun las relaciones senulacas en el Cuadro 1. L N se
incluyd en forma uniforme pury todos los suclos:
ung parte divectamente en el suelo y otva disuclia
en el sgua de ricgo

Los tratamicntos Taltantes para jos clementos Mg,
K MnoZn Cu NPy S incluyeron lo misimie que el
optimo menos el clemente en pracba Cuando alguno
de estos elementos se encontrd en suficiencia segun
el anlisis de suelo, no quedo incluido en el aptimo
y por o nto ¢ tradamiento para ese nutrimento
fuc aditivo

Lus tratantienios para Ca. Pe y Mo Tueron aditi-
vos en todos los suclos porque Jos dos primeros nun-
e aparecieron delicientes sepun los andlisis de suelo,
y del tercero, no se orealizd anglisis La cuntidad de
clemento agregado en lus tretamientos aditivos fue
fa sugerida por la metedologia £3)

B tratemiento de B también fue siempre aditivo.
sin cmbargo la cantidad adicionads vario segiin o
indicara Ia curva de retencion yespectiva Se incla-
yeron adentds. el tratamiento testigo y un tratamiento
aptime con doble dosis de P

Las cantidades de cuda nutrimento aplicadas en
los diferentes tratamicntos de los nueve suclos se
resumen en of Cuadro 3.

Se ust 10 plantas de sorgo var. B OT029A comu
planta indicadora  en macetas de un litro de suelo
regadus poar capilaridad B experimento se cosecho

aproximadamente a la cuarta semana de desarrollo.
Ul clecto de los tratzmientos se evalud como peso/
maceta Tambidn se estimé el peso verde/maceta, la
altura de plantas, la cantidad absorbida {mg/maceta)
de (o Mg K. Fe Mn. Zn. Cuy P,y las concentracio-
nes de Ca Mg K. Mn. Cuy P presentes en el suelo de
cada tratamiento al final del experimento

Parz calcular fos mg de nutrimentos absorbidos/
maceta, se determind la concentracion presente en el
tedido folir de las plantas desarrolladas en cada trata-
miento segtin el procedimiento anotado anterior-
mente. v despuds se reluciond con ef peso seco corres-
pondienie. Lus concentraciones de nuirimentos que
guedaron en los suclos despuds del experimento se
determinaron signiendo las metedologias yu descritas

&1 oandlisis estadistico de esty prueba se efectud
para cada variable de acverdo @ un disefio de bloques
completos af azar y pars estublecer diferencius entre
el tratamiento opiimo y cf resto de los tratamientos
se uso la prueba de Dunnett. al 0035 (12)

Lu interpretacion de la prueba bioldgica se respal-
do principelmente en los resuliados del andlisis de a
variable pesu seco/maceta Las otras variables sirvie-
ron como comprobacion de lus conclusiones extraidas
con ¢l peso seco, 0 para indicar circunstancias parti-
culures.

Resultados y discusion
Andlisis quimico de cationes en los suelos
Los nueve suelos estudiados presentan un amplio

grado de similitud cualitativi en ¢l comportamiento
nutricional de los cationes
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Cuadro 3. Cantidades adicionadas a Typic Dystrandepts de Costa Rica en los tratamienios de la prueba biologica en invernadero.

Cantidad adicionada ug/ml

Suelos Tratamientos' N P C: Mg K Fee Mn Zn Cu B 8 Mo
Optimo 56 570 G 180 0 & 0 i2 0 0 252 0
DOS RIOS Faltantey -50 570 180 -12 -252
Aditivos +570 4200 +100 +20 +30 +2 +7 6 +3
Optimo 30 580 0 330 G 0 0 12 0 0 120 0
SANTA MARIA Faltantes ~5{ -~580 -330 ~12 -120
Aditivos +580 4200 ! +106 +20  +30 +2 +i56 +3
Optimo 50 660 ¢ 180 220 0 0 20 0 0 192 0
BHAGUA Faltanies 50 —660 -180 220 =20 -192
Aditivos +660 +200 +30  +30 2 +140 +3
Optimo 50 230 0 50 94 0 66 12 0 0 B4 0
LA LAGUNA ialtantes -50 230 -90 90 -66  -12 -84
Aditivas +230 +200 +120 +2 8 +3
Opiimo 50 310 0 200 100 0 96 10 1 0 96 0
MONTEVERDE Faltantes -50 --310 -200 -100 -96 -10 -1 -96
Aditivos +310 +200 +20 +16 +3
QOptimoe 50 36 0 150 0 0 { 12 32 0 144
ZARCEROQ Faltantes -50 =370 - 150 ~12 32 ~144
Aditivos +370 +200 +100 +20 +30 +76 +3
Optimo 50 470 0 ¢ 140 0 0 12 ¢l 0 264 0
SABALITO Faltantes -50 —4M - 140 -12 -264
Aditivos +470 +2060 +120 +20  +30 +2 +108 +3
Optimo 50 400 0 180 190 0 36 12 0 0 204 a
AGUA BUENA Faltantes -5G 400 ~180 190 -36 12 -204
Aditivos +400 +200 +20 +2 +3.6 +3
Optimo 50 400 0 120 0 G 72 12 16 0 il4 {
CORREDORES Faitantes -50 400 120 -1 12 16 - 114
Aditivos +400 +200 +100  +20 +2.0 +3

I A cada tratamiento faitanfe se e adiciond lo mismo que al optimo menos lx cartidad indicada para el elemento respectivo, y a cada
tfratamiento aditivo se fe adiciond lo mismo gque al Optimo mis la cantidad indicada para ¢l elemento respective

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de labo-
ratorio que corresponden al andlisis quimice de los
cationes y olras propiedades en Jos nueve suelos en
estado original Como se puede apreciar, aparecen
deficiencias de Mn en cuatro de los suelos. de Zn en
tres de los suelos y de K en dos de los suelos. E1 Ca.
el Mg, el Fe y el Cu se muestran adecuados en todos
los suelos

La reaccion de los nueve suclos estudiados es su-
perior a 5. von valores de acidez intercambiable bujos
y porcentajes de saturacion de bases altos Resultados
similares en suelos volednicos de Costa Rica han sido
informados por lgue y Fuentes {5). y Palencia y Mar-
tini {10), guienes ademds mencionan cl papel poco
imporiante que juega el Al intercambiablc en estos
suelos

La mayorin de los suclos presenty una relucion
inversa entre el Ca y el Cu {Cuadro 5}, explicable
por la mayor sotubilidad que presenta ef Cu a pH
deidos  Sin embargo. esta relacion no se manilesto
con clementos nuis susceptibles o L acider como ¢f
Min y ol Zrr Las proporcionalidades directas entre el
My ol Za, y el Moy el Cu, confirman ¢l comporta-
mento semejante yue presentan estos tres cationes
debido g su cardeter y tamano ionico

Lo el Cuadro 5 se presentan sadices de correla-
cidn significativos ¢ inversos entre la cantidad de
materia orgdnica y los tres microelementos nds sus-
ceptibies de formar organominerales (Cu, fe y Zn)
Iste resultado retilica la activa participucion de Jos
maderidles orgdnicos ¢n estos suclos. ya que a Lraves
de sus ofectos guelatantes poeden determinar s

Torrialba Vol, 34, No. 2, 1984, pp 187-197
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Cuadro 4, Andlisis quimico de Typic Dystrandepts de Costa Rica.

Suelos
Propiedades quimicas
Dos Rios  Santa Maris  Bijagua LaLaguna Monteverde  Zarcero Sabakito  Agua Buena Corredores
pH H, O 5.7 5.7 58 62 6.0 59 6.0 56 60
pH KCl 51 50 32 36 54 51 51 50 54
Acidez {meq/16G0 ml) 0.10 009 012 0.09 008 0.08 0.09 0.12 0.08
Ca (meq/100 ml) 3z 6.6 13 94 10.3 74 64 4.8 79
Mg (meq/100 ml) 09 25 17 D 132 16 21 ER 13 D 27
K (meq /108 mb) 045 0.76 D11 {34 0.36 .60 032 G.15 0.79
Fe (ugfml) 110 73 73 SGD 52{) 87 49 SDD 31D
Ma (ug/mi} 24 Bi 30 4 3 8 Il D 4 D 2 o
Zn {ug/ml) 6.8 73 38 37 56 41 2.6 25 26
Cu {pg/ml) 23540 320 76 635 3B 60 87 9.2 33
Bases (meq/100 ml) 455 9 86 1331 1194 1226 i0.10 9 82 6 25 11 39
Saturacion de bases (%0 ) 978 99.1 99 1 993 9% 4 99.2 09 ] 98 1 99.3
Laboratorio de Suglos, MAG, Costa Rica.
D = deficiente, inferior al aivel ¢ritico segin Ia guia de interpretucion, Cuadso 1
Cuadro 5. Correlaciones significativas entre caracteristicas quimicas de I ypic Dystrandepts de Costa Riea
Caracteristicas correlacionadas Valor ¢
pH KCl Vs pH 1,0 08st+
Ca (mey/100 mi) Vs Cu (g/m) 066F
Mn (ug/mi) Vs Zn (ugfmi) o712t
M (ugfmi) vs Cu (ugfmi) o7t
Materia orgdnica (%) vy le (g/mb) o 73t
Materin organica (%) vs Zn (ug/mi) 075t
Materia orgdnica (% } v Cu (ug/mi) ~p 73t
Fe (upfml) vs Zn (ugfml) 0657t
Zn (ugfmi) v Ca (ug/mi) 0&8t
Cu (ugfml) vs fe (ug/fmb) 067F

b Significativo, al 0 03

++ o Altumente signilicativo al 4 0t

dispoaibilidad de algunos clomentes menores Por
suoparte. las concentruciones de Cu fe y Zn. corre-
Iaciomron pasitivanente entre si

Estudio de retencion de cationes

L comparacion con los anienes ¢l fesomeny
de retencion de cationes en suelos volednicos results
de poca importancia; o magnitud es baju y ¢ compor-
tamiento desuniforme Bl Cuadre 6 resume los resul-
tados de las curvas de retencion para cada catton estu-
diado en lus nucve suclos

Bajv condiciones de laboratorio todos los suelos
fijen Zn sin embargo, ¢l lendmeno no alecta el creci-
micnto de las plantas {Cuadro 8) Es probable que
esta sobrestimacion del probiema de Zn ocurra por-
gue el nivel ceiticoe que se usé es muy alto Lo reten-
cion de Ky Mo se presentz en aquellos suclos donde
el analisis de suelos también seitald problemas, dos
y cuatre casos, respectivamente Ademds, tres suelos
proseatan retencion de Cu B general no existio
correlrcion de estos resultados con ol erecimiente
en el jnvernadero ¢Cuadro 8) Es probable que sea
fa ctapa lorzuda de incubscion bujo condiciones de
taboratorio la que estimule esta retencion de cationes
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Cuadro 6. Curvas de retencién de potasio, manganeso, zinc y cobre en Typic Dystramdepts de Costa Rica.

Nutrimentos Cantidades Cantidades extrardas en cada suclo ug/ml
agregadas
uglml Daos Santa  Bijagua La Monte- Zarcero  Sabalito Agua Corre-
Rios Maria Laguna verde Buena dores

80 G.d6 095 0.67 034 031 660 (.24 810 070

17.5 049 (96 0.10 439 034 G.6d 037 413 068

350 052 1.03 016 646 0.39 6.72 032 018 0.79

700 0.64 1.13 023 .56 049 Q.71 041 0326 085

1400 0.76 1.23 0.3% 074 070 056 058 044 105

POTASIOT 2100 100 143 058 093 - - 081 062 1325
2800 123 .60 0.74 129 107 135 i 00 0.89 1.47

3500 138 172 G.93 1.40 127 1.53 118 1.07 1.67

4200 135 192 111 160 1.47 1.75 [ 35 123 1.87
560.0 200 +200 1.45 203 195 +200 177 160 +260
106.0 1.7% +2.60 200 2103
00 +1000 830 +1000 3.0 30 260 230 40 1.5
135 86.0 3.0 449 310 203 40 20
58 BRO 35 30 330 200 50 20
10.0 890 46 35 2235 ig0 55 15
200 920 4.5 4.0 2086 g0 80 35
MANGANESO 60 +100 0 50 - - 18.0 120 45
40.0 65 5.0 285 35 170 60
500 85 6.0 340 9.0 240 8.0
63.0 tG.0 6.0 40.0 340 320 0.0
80.0 235 80 660 515 47.0 220
100 & 51.0 140 850 3.0 685 41 0
0.0 48 70 82 38 4.4 3.0 32 36 23
10 58 6.7 74 30 45 37 30 42 38
20 56 6.7 930 70 60 4.8 4.8 41 412
4.0 56 67 8.0 72 58 4.8 55 54 4.8
8.0 7.0 70 76 T3 8.0 68 635 68 7.2
ZINC 126 8.2 8.6 94 36 - - 84 82 838
16 G 102 86 83 11.0 124 110 120 182 11.8
200 112 10.2 8.6 136 142 13.0 132 136 120

240 132 127 134 162 i6 8 162 56 16 0
320 16.2 14.0 17 17.6 200 138 184  +200 198

o
(=3}
(=]

4060 178 14§ 36 176  +200  +200 4200 +200
00 230 185 70 30 30 40 70 80 3.0
10 230 175 15 4.0 30 40 70 85 3.0
20 230 190 80 4.0 10 40 75 5.0 35
40 250 205 85 50 490 5.0 80 95 40
80 260 218 9.0 60 60 75100 120 55
COBRE 120 280 230 105 70 - - 150 140 65
160 310 235 115 100 95 115 130 165 80
200 330 280 125 115 110 135 160 200 9.0

24.0 350 310 150 13.0 136 i6 0 184 210 115
320 41 0 33.5 165 1715 1706 200 21.0 280 140
40.0 420 37.0 195 19.0 200 24.0 240 290 180

Eaboraterio de suelos, MAG, Costa Rica

+  Las cantidades extraidas de K corresponden a meq/100 m!
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Cundro 7. Contenido foliar de autrimentos cn plantas de sorgo desarrolladas bajo condiciones de invernadero en Typic Dystrandepts sin
fertitizar, de Costa Riea,

Nutrimentos Suelos
Dos Sunta Bijagua La Monte- Zarcero Sabalito Agua Corredores
Rios Maria Laguna verde Buena
Ca (%) 638 059 0.67 045 0.59 012 0.45 0.90 043
Mg (% ) 0.29 046 0421) 0.28 030 043 043 OGSD 032
K% ) 176" 1‘76D 0.94 279 3.74 375 29 183 3432
l-e (ppm) 471D 182 a1 91 61 13 87 52 121
Mn (ppm) 279 182 108 3 35 82 12 BGD i1l
Zn (ppm) 167 59 37 30 24 59 24 18 30
Cu {(ppm) 176 235 26.4 120 88 193 117 12.2 138
Laboratorio de Suelos, CATIE, Costa Rica.
D = deliciente, inferior o los dmbitos ndecuados segin la guin de interpretacién para andlisis folinr de sorgo para grane, Cuadro 2.

Cuandro 8. Resultados cunltitatives de la prucba bioldgica (técnica del elemento faltante o aditivo) practicada en invernadero sobre
Typic Dystrandepts de Costa Rica,

Nutrimentos Suelos
Dos Santa Bijagua La Monte- Zarcero Sabalito Agua Corredores
Rios Maria Laguna verde Buena
Calcio D A A A A A A A A
Magnesio A A A R A A A A A
Potuasio D A A R A A R D A
Hierro A A A A A A A A A
Manganeso A A A A A A A D A
Zinc A A A A A A A R A
Cobre D R A A A A A A A
A = adecuado, diferencia no significativa con respeeto al 6ptimo segin el peso seco y segiin otras variables, Prueba de Dunnett
R = posible respuesta, diferenciu no significativa con respecto al dptimo segin el peso seco, pero diferencia sigrificativa con respecto
al Gptimo segin otras variabies, Prueba de Dunnett
D = deficiente, diferencia significativa con respecto at dptimo segin el peso seco ¥ segln otras vasiables, Prueba de Dunnett
Anilisis foliar de nutrimentos catidénicos los dos Gitimos es probable que se presente una lenta
velocidad de restitucion del elemento a partir de for-

El contenido foliar de nutrimentos presenie en mas moderadamente disponibles, que impide satis-
plantas de sorgo desarrolladas en et invernadero ea los facer adecuadamente la demanda de plantas en creci-
suelos sin fertilizar, se expone cn ¢l Cuadro 7 mieato activo (1}

Las plantas de sorgo creciendo en fos suclos de La deficienciu de Mn esperada segtin el andlisis qui-
Bijugua, Agua Buena, Dos Rios y Santa Maria mues- mico en cuatro suclos, no se manifiesta en ninglin
tran una concentracion de K foliar baja (menos de caso a través de las concentraciones foliares: fa de Zn,
2% ) Enios dos primeros suelos esta concentracion es apuntada para los tres suelos de fa zona sur, solo se
refiejo del bajo contenide de este elemento en el sue- comprueba foliarmente parz el suelo de Agua Buena,

lo {menos de O 2 meq de K/1G0 mi), mieniras gue en ¥y en oposicidén con lo expresado por el andlisis de
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suelo, en Bos Rios hay insuficiencia de Zn en tos teji-
dos de sorgo Esta contradiccion enfatiza la necesidad
de afinar los estudios de correlacion para el Zn Por
otra parte, las plantas que crecen en los suelos de Dos
Rios y Agua Buena muestran concentraciones bajis
de Fe en sus tejidos

Prueba biolégica

Como los alcances de una prueba a nivel de inver-
nadero son esencialmente cualitativos, la interpreta-
cién de los resultados de este experimento se hizo
considerande las siguientes categorias de calidad de
problemas: (i) I que hace referencia a los nutrimen-
tos que manitiestan deficiencia comprobada a través
del peso seco/maceta y otras variables; (i) R que se
refiere 2 los nutrimentos que manifiestan posibili-
dades de respuesta, y (iii) A que identifica a los nutri-
mentos que, de acuerdo # la respuesta biologica de la
planta indicadora, se encuentran en cantidad adecua-
da en el suela.

En el Cuadro 8 se presenta bz interpretacién cuali-
tativa de los resultados de [a prueba bioldgica para los
nutrimentos catiénicos, practicada en el invernadero
sobre los nueve suelos en estudio

En forma esporddica y mds como posible respuesta
a Ia adicion del elemento que como deficiencia muy
limitante en fa produccidn se presenta respuesta zl
K en cuatro de los suelos, respuesta al Cu en dos de
los suelos y respuesta al Ca, Mg, Mn y Zn en uno de
los suelos

El K se manifiesta deficiente en dos suelos, Dos
Rios ¥y Agua Buena, y con posibilidades de responder
en otros dos, La Laguna y Sabalito. Los contenidos
de K en estos cuatro suelos corresponden a 045,
0.15, 634 y 032 meq/100 ml, respectivamente. De
acuerdo a Sticher (13) en los suelos volednicos, ade-
mas del K intercambiable externo, extraible con una
solucién de Olsen modificada, es posible encontrar
K parcizlmente atrapado en fos microporos de la alo-
fana En esta condicion interna el K cosstituye una
fraccion moderadamente disponible que es capaz de
restituir, a diferentes velocidades, el K intercambiable
conforme éste va siendo usado Una extraceidn de K
con Olsen modificado en modo alguno aclara fa dind-
mica de esta fraccidn de reserva. Porlo tanto, lu defi-
ciencia y posibilidad de respuesta encontrads en
suelos con mds de 0.2 meq de K/100 mi de suelo
puede atribuirse a una baja velocidad de restitucion
acentuada aun mds por los efectos del invernadero
¥ por las altas concentraciones requeridas por [a plan-
ta durante esas cuatro primeras semanas de ereci-
miento En el suelo Bijagua, con 0.11 meq de K/
100 ml es probable que las plantas crezcan en forma

adecuada debido contrariamente, a una eficienie
restitucidn del K intercambiable a partir de fa frac-
cién moderadamente disponible mencionada con an-
terioridad

Dada la discrepancia entre los datos de anglisis del
suelo y o respuesta bioldgica o la adicién de K, tam-
bién anctada por Sudrez (11}, quizd deberiu conside-
rarse ls determinacion de i velocidad de restitucion
de K como un parimetro necesario parz estimar la
respuesta # la adicidn de este elemento en ef campo.

El Mn y el Zn parecia que iban a jugar un papel
limitante sobre i produccidn, pues cstin poco dis-
ponibles en los suclos, sin embargo no fue asi En
estos suelos, el rejuvenecimicnto continuo de ceni-
zas ¥y su meteorizacion simultinea, aunque los ni-
veles disponibles sean bajos, puede conducir a un
suplemento adecuado de algunos elementos meno-
res. También, al favorecerse la mineralizacion de la
materia  orgdnica, hay liberacion proporcional de
todos los elementos

El Fe rno manifiesta problemas ni respuestas en
ninguno de los suelos, debido al cardcter andesstico
o basiftico de las cenizas originarias que garantiza
altos contenidos de Fe, a través de minerales como
el olivino

Respuestas a Cu se presentian en forma aislads
inicamente en los suelos de la Cordillers de Guana-
caste  Esto ratifice la participacidn del material
parental en el suplemento de micronutrimentos
(8), especiaimente en suelos relativamente jovenes
Fl efecto quelutante de fa materia orginics es posible
que también juegue un papel fundamental en fa indis-
ponibilidad de Cu {14)

Los suelos de Zarcero, Subalito, La Laguna y Santa
Maria tienden a presentar las mas altas producciones
de materia seca, ¥ los de Dos Rios, Monteverde y
Agua Buena, las mds bajas. El factor mids asociado
con esta secuencia de crecimiento parcee ser la ferti-
lidad inicial del suelo La correlacion entre Jos cre-
cimienios médximos y los crecimientos de los trata-
mientos testigo de cada suelo es significativa, directa
y superior 2 07 In presencia de fertilizacion, las
mayores producciones de maleria seca se obtendrdn
en aguellos suelos voleanicos cuyos niveles de fertili-
dad natural scan mds aftos

Los componeates nutricionales del suelo que de-
terminan en forms directy la Tertilidad natural de los
Typic Dystrandept, son las bases Este efecto se
pudo identificar u través de correlaciones simples
eatre Jos crecimientos misimos vy Jos de los trata-
micntos lestigo con cada vno de los aspeetos eva-
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Cuadro 9. Indices de correlacion entre los tratamientos con crecimiento maximo y testigo de nueve I'ypic Dystrandepts de Costa Rica

en invernadero, ¥ las caracteristicas quimicas de los suelos,

Crecimientos Caracteristicas quimicas
pHH,0 Mg Suma de
(meg/100 mi) (meg/100 ml) bases
TESTIGO .82+ .90+t 068"
MAXIMO 0.69% 065t 0.35

+  Significativo, al 0.05

++aAltamente significativo, al 0 01.

fuados en el andlisis del suelo inicial. Los resuitados
de estas correlaciones se presentan en el Cuadro 9.

El cociente entre el crecimiento maximo y el creci-
miento dei testigo se {luma Indice de Respuesta a la
Fertilizacidon. En los suclos con fertilidad natural
baja, o sea con pH bujo y niveles de Ca y Mg bajos,
el valor de este indice es alto, mientras que en los sue-
fos ricos en bases el indice es bajo Lo anterior signi-
fica que en los suelos volednicos hay mayor respuesta
a la fertilizacion cuando el suelo es pobre que cuando
es rico en bases

El sintesis se puede establecer que ta fertilidad na-
tural de los Typic Dystrandepts definida por la reac-
cion def suelo y la presencia de Ca y Mg, determina
en forma directa el nivel de crecimiento que se dé
sobre estos suelos, e inversamente su respuesta a la
fertilizacion; mds adn se puede enfatizar en su res-
puesta al P, por ser este el elemento fundamental-
mente critico

Asi, las bases Ca y Mg, pese z que por ellas mismas
ne ocasionan problemas directos en estos suelos,
juegan un papel nutricional importante Su nivel,
influenciado por el grado de madurez def suelo y la
precipitacion de la zona (4) determinan la fertilidad
natural de estos suelos, y por o tanto, su capacidad
mdxima de expresién en crecimiento

Conclusiones

Los nueve Typic Dystrandepis estudiados son
semejantes cuaditativamente en el comportamiento
nutricional de los cationes

Lu deficiencia de K constituye posiblemente,
después del P, la segunds limitacién nutricional
de estos suelos, y como el analisis quimico no resulla
eficiente en su deteccion, ésta debe hacerse de prede-
rencia a través de experimeniacion bioldgiva

Luas bases Ca y Mg determinan la fertilidad natural
de estos suelos y la capacidad mdxima de expresion
en crecimiento, por io tanto, el pH y la cantidad de
bases constituyen un indice prictico de la fertilidad
potencial de los suelos volednicos. El Al intercambia-
ble no juega un papel importante en estos suelos

El Mn vy e Zn no manifiestan problemas que tras-
ciendan y ningin suelo presenta problemas con el
Fe Respuestas a Cu solo se presentan en forma
esporddica en los suelos de la Cordillera de Guana-
custe

Las concentraciones de nutrimentios cationicos
en Typic Dystrandepts de Costa Rica oscilan, con
un 90% de probabilidad estedistica, en los siguien-
tes ambitos: Ca enire 32 y 117 meq/i00 mi, Mg
enire 0.9 y 32 meq/100 ml, K entre 003 y 0.83
meq/100 ml, Fe entre 27 y 104 pg/ml, Mn entre
trazas y 60 pg/ml, Zn entre t 4 y 7.0 pg/ml y Cu
entre truzas y 23 pg/mi El pH en agus fluctia entre
56y 62yenKCllohaceentre4 9y 56 Laacidez
intercambiable oscila entre 0 07 y 0 12 meg/100 mi,

La concentracion en el tejido foliar de sorgo desa-
rroflado en el invernadero sobre estos suelos varia
para Ca entre 030 y 085% ., para Mg entre 020 y
0.59% , para K entre 3 68 y 4.01%, para Fe entre 29
y 167 ppm, para Mn entre trazas y 237 ppm, para
Zoentre 7y 59 ppm y para Cu entre 8 y 26 ppm

Resumen

Se estudio hajo condiciones de laboratorio e inver-
nadero la fertilidad de aueve Typic Dystrandepts de
Costa Rica. Se hicicron andlisis quimicos de suelo,
estudios de retencion de K, Mg, M, Zn, Cu, P, By
S, anilisis fofiares deb teiido de plantas desarroliadas
sobre los suelos sin fertilizar, y se instald una prucba
biologicu en invernadero con la iéenicy del elemento
{altante o aditivo, en muacetas de un litro usando
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sorgo como planta indicadora Se sipuid la metodo-
logfa descrita por Diaz-Romeu y Hunter para disgnos-
ticos cualitativos de fertilidad

A nivel cualitativo existe semejanza en el compor-
tamiento nutricional de los elementos cationicos en
fos nueve suelos. Segun [a prueba bioldgica, después
del P la deficiencia de K constituye posiblemente, la
segunda limitacidn nutricional de estos suelos Bl pH
y la cantidad de bases constituyen un ndice prdctico
de la fertilidad potencial de fos suelos volcinicos, ya
que los contenidos iniciales de Ca y Mg son los que
determinan su fertilidad natural EI Al intercambiable
no juega un papel importanie en estos suclos. EI Mn
y el Zn nc manifiestan problemas que trasciendan
y ningun suelo presenta problemas con ei Fe Res-
puestas & Cu solo se presentan en forma esporddica
en los suelos de la Cordillera de Guanacaste

La concentracion de Ca en Typic Dystrandepts de
Costa Rica oscila, con un 90% de probabilidad esta-
distica, eatre 32y 11 7 meg/100 ml, la de Mg entre
09y 32meq/i00 ml, ladeKentre 003 v 083 meq/
100 ml, la de Fe entre 27 y 104 ug/ml, fa de Mn entre
trazas ¥ 60 ug/mi, la de Znentre § 4y 7.0 upfmly la
de Cu entre trazas y 23 ug/ml El pH en agua fluctia
entre S6y 62yel KCllo haceentre 49 y 56 La
acidez intercambiable oscila entre 007 y 0 12 meq/
100 mi

En el tejido foliar de sorgo desarrollado en el in-
vernadero sobre estos suelos la concentracion varia
parz Ca entre 030 y 085% . para Mg entre 020 y
059%, para K entre 0 68 y 4 01% ., para Fe entre 29
y 167 ppm, para Mn entre trazas y 237 ppm, para
Inentre 7y 59 ppm y para Cu entre 8 y 26 ppm
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Resena de libros

BURTON, W. G The Potato A survey of its history
and of factors influencing its yield, nutritive value,
quality and storage Segunda edicién H. Veenman
& Zonan B V., Wageningen. Holanda 1966
382 p {completamente revisada).

Fl libro sefiala cn primer lugar o importancia de a
papa alimento, que sigue a nivel mundial a fos cerea-
les Al indicar la distribucion de la produccion de pa-
pas y su consumo pel cgpita, sefiala especialmente a
Chije, Perti v Ecuador, donde las cifras dadas inclui-
rian otros cultivos tuberosos, ¢como batata. Este es un
error pues Chile dificilmente cultiva mds de 200 ha
con batata Podria ser efectivo para Perd y Ecuador
donde si se cultiva la batata y yuca.

Burton adopta para las papas cultivadas la designa-
cion general de Dodds (1962) de Solanunt tiherosum,
que reconoce cinco gripos de acuerdo a su grade de
ploidia y por caracteres morfolégicos y fisiologicos
Estos son: Stenoromum v Phureja (diploides); Chau-
cha (triploide); Andigena y Tuberosum (tetraploides).
Agrega Burton, grupo chileno (tetraploides cultiva-
dos en Chile) y es la nomenclatura que usa en su tex-
to

Se hace una historia detallada de la introduccion
de la papa en Europa, en especial, en Gran Bretafia.

Respecto a variedades, se sefiala una descripcion
de las diversas partes de la planta, se recalca ¢l princi-
pio de la pureza varietal y se describen las principales
variedades inglesas. En {a seccion sobre efecto del cli-
ma, suelo, largo del periodo vegetativo y transloca-
cion se presentan interesantes conclusiones obtenidas
por diferentes investigadores, cono el mismo Burton,
Borah y Milthorpe, Bodlaender, etc., trabajos muy
adecuados a las regiones templadas — que en el caso
nuestre pudieran servir a Argentina y Chile, pero que
no siempre son vilidas en las regiones de la franja tro-
pical, donde el periodo de iluminacion es corto 11y

1/2 a 12 v 1/2 horas y 1as temperaturas van de 10°C
en fas partes altas a 25°C en las partes bajas (caso Ve-
nezuela), existiendo también casi permanentemente
un cielo nublado cubierto

Los capitulos sobre abonamiento, efecto de las en-
fermedades y plagas en el rendimiento y “semilla” y
plantacidn, estan muy documentados y sus recomen-
daciones son una guia parcial (debido a la falta de fa
gran informacion producida en los ultimos 20 afios),
para los diversos fipos de explotaciones paperas, ya
sea en el tropico ~ donde estd nuestro mayor interés
- 0 en las regiones templadas

Sobre composicién quimica, valor nutritivo y cali-
dad culinaria de los tubéreulos hay una decumentada
revision Es interesante la seccidn scbre fisiologia de
postcosecha y almacenamiento, ya que este €s un va-
¢io de conocimientos en Latinoamérica y es junto
con las enfermedades, la principal causa de deterioro
de las cosechas en los diversos paises. Ei texto hace
una clara distincion entre almacenamiento para “'pa-
pa-semilla” y ‘“‘papa-consumo” y sefiala resultados de
jnvestigaciones a diversas temperaturas con Iz evolu-
¢ion de los almidones y los azdcares.

El texto, en general, es una muy buena revision de
los aspectos fisiolégicos de ia papa, tema en el cual
ef autor ey una autoridad de renombre mundial

Este libro es de valor para investigadores en Euro-
pa v en regiones templadas, hacia quienes debe, posi-
blemente, haber estado dirigido.

La lteratura revisada es amplisima pero, como ya
se seflald, solo abarca hasta 1964, e incluye un 56%de
autores de Gran Bretafia, 20% de Europa y 23% de
Estados Unidos y Canadd Latinoamérica tiene ya mas
de 40 afios de trabajos de investigacion en papa, en un
medio ecoldgico totalmente diferente, pero se ve que
aun no tiene valor para los investigadores de los paises
desarroliados,

ALVARO MONTALDO
FACULTAD DE AGRONOMIA
MARACAY,VENEZUELA



FERTILIDAD DE TYPIC DYSTRANDEPTS DE COSTA RICA. II. ANIONES (N, P, B, S, Mo),

MATERIA ORGANICAY TEXTURA'/

K BERTSCH*
A CORDERO*

Summary

The studied anions present similar nutritional chargcteristics in the nine Typic
Dystrandepts of Costa Rica. P deficiency is the main limiting problem, and in practice,
the only one. P retention percent varies between 80 and 95% (additions of 225-
660 pg Plml to extract with Qisen modified solution three times the critical level of
12 pugfmlj The soils from the Cordillera de Guanacaste present the highest P retention
values. When no P was applied, yvields were statistically equal to the test plot even
when all other elements were added. Every soil responded significantly to P in direct
relation to natural fertility

The N supply derived from the mineralization of high organic matter content
(4.8-24.4% ] is not a limiting factor. In the greenhouse, in these soils, it is preferable
to promote mineralization by applyving P instead of adding additional N. Under
laboratory conditions, B and § retention occurs at 85--96% and Sat 70-91% (1.6
15.6 ug Bimi and 84264 ug Sfml in extracts with CaH, (PO, s solution three times
the corresponding critical level) Mo response only appeared in a soil of the Cordillera
de Guanacaste.

P concentration in Typic Dystrandepts of Costa Rica varies, with a 90% statis-
tical probability, between 1 and 3 ugfmi, B, between 0.06 and 0.56 pg/mi and S,
between 7 and 29 pgiml The texture of nine soils tends to be loam. P concentration
in foliar tissue of sorghum grown in the greenhouse on these soils varies from 0.06 to

0.09% .

introduccion

% adas las caracteristicas del complejo coloidal de
® los andepts . “andosoles” o suelos derivados de
F cenizas volcdnicds, los aniones constituyen fos
nutrimentos con mayores problemas de disponibili-
dad en estos suelos Por esta razdn, los conocimientos
que permitan efectuar un manejo adecuado de los nu-
trimentos anidnicos tendrin fuerte repercusion eco-
nomica en la produccion sobre estos suelos.

1 Recibido para publicacidn el 30 de marzo de 1984,
Ea primera autora apradece al Dr. Alfredo Alvarado y al
Dr. Elemer Bornemisza su generoso apoyo personal y
colaboracidn en la elaboracidn del presente articulo,

¥ Escuela de Fitotecnia, Universidad de Costa Rica.

Materiales v métodos

La metodologias empleads para e} estudio del com-
portamiento de N, P, B, S, Mo, materia orgdnica y
textura en Typic Dystrandepis de Costa Rica se des-
cribe en la primera parte de este trabajo (2), donde
ademds, se discute el comportamicnio de Jas bases
(Ca, Mg v K). Ia acider y los clementos menores catio-
nicos (Fe, Mr, Zn y Cu) en estos suclos.

Resultados y discusion
Andlisis quimico de aniones en los suelos
Los nueve suclos estudizdos presentan un amplio

grado de similitud cualitativa cn el comportantiento
nufricional de los aniones.

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 199-205
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En el Cuadro | se presentan los resultados de labo-
ratorio que corresponden al andlisis quimico de los
aniones y otras propiedades en los nueve suelos en
estado original Como se puede apreciar, la severa
deficiencia de P se presenta en todos los suelos, y en
orden de importancia aparecen otros problemas como
deficiencias de B en cinco de los suelos y deficiencia
de S en el suelo de Agus Buena

De acuerdo al Cuadro 2, el P dispoaible correla-
ciona positivamenie con el pi, sin embargo, para
todos los suelos las concentraciones de P seluble son
inferiores a 3 pg/mi. La concentracidn de S es propor-
cional a ia P; es probable que esta relacion se deba a
que en ambos casos la disponibilidad depende de la
mineralizacion de la materiz organica y & que su inter-
cambio y retencion obedecen a mecanismos similares
(18} Fox (8) encontrd que la disponibilidad de Sen
andepts de Costa Rica varia con el grado de desarrollo
de los suelos, ligado al aumento en el contenido de
materia orgdnica. La disponibilidad de B también
aumenta con incrementos en el pHl y su concentra-
¢ién varia independientemente de los contenidos de
Py §, de los cuales, segiin Bingham y Page (3}, tam-
bién se diferencia en su mecanismo de reiencion.

El contenido de materia orgdnica oscilz entre 5
y 25% Valores similares han side encontrados en
otros andepts de Costs Rica (1, 10) y se asocian
siempre con elevados contenidos de alofana

La textura de los suelos tiende a ser franca, con un
sofo suelo arcilloso La presencia de fracciones gruesas
en e} suelo indica un grado medio de meteorizacidn,
correspondiente en este caso a materiales depositados
en el Holoceno bajo un vulcanismo activo (11)

Cuadro }.  Analisis quimico de Typic Dystrundepts de Costa Riea.

Estudio de retencion de aniones

Los nueve suelos presentan retencién de P, By S,
siendo lz de P la mds severa. El Cuadro 3 resume ios
resultados de las curvas de retencion para cada anidn
en los nueve suelos

En ef caso del P, para extraer 36 pg/ml {tres veces
el nivel critico de 12 pg /Pml) se requieren entre 230
y 660 ug/ml de P (Figura 1) Estos altos valores resal-
tan la intensa reaccidon que ocurre entre los materiales
amorfos y el anion fosfato, a través de adsorcion su-
perficial de baja y alta afinidad (9) seguida por pre-
cipitacién (7, 15) Ei fendmeno de retencién de P
aleanza magnitudes gque repercuten agrondmica Yy
ccondmicamente sobre el manejo de estos suelos
El dmbito de retencidn de P entre los nueve Typic
Dystrandepts estudiados (Figura 1) es mds amplio
cuando se adiciona mayor cantidad de P porque
ocurre una disrupeidn estructural del coloide alo-
finico: la mayor afinidad del Al en relacion al Si hacia
el ion fosfato, produce el desplazamiento del silicato
estructural v el aumento de la superficie de cambio y
de la capacidad de retencion de P del suelo (19)

Por otro lado, un indice de correlacidn de 0 88
entre las curvas de retencion de P de los nueve suelos
y un porcentaje de retencién siempre superior a
80% indican una fuerte semejanza en el comporta-
micato de estos suclos frente al P {(Figura 1}

Los tres suelos de la Cordillera de Guanacaste
(Bitagua, Dos Rios y Santa Maria) presentan valores
de retencién de P muy altos, superiores a 93% la
teoria sugiere que esto ocurre por la presencia de ma-
yores contenidos de alofana aluminica, tipos A (4)y

Propiedades quimicas Surlos

Dos Rios  Santa Maria Bijagua La Laguna Monteverde  Zarcero Sabalito  Agua Buena Corredores
P (ug/mi) a0 1P oD i iy pil 12 1P 3D
B (ug/ml) o160 p12D 0.140 062 040 0.39 0050 0,090 0.28
S (pg/ml) i3 i6 18 21 18 29 14 6D 24
Materia orginica (%0 ) 7.6 54 17.4 104 150 12,7 19.7 186 23.2
Textura F A T-nr T-ar Far F F-ar Fear F

Laboratoric de Suelos, MAG, Costa Rica

D =

i

¥ Franca A = Arcillesa F-ar = Franco-arenoss

deficiente, interior al nivel eritico segin la guia de interpretacion, Cuadro 1 (2)
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Cuadro 2. Correlaciones significativas entre caracteristicas
quimicas de Typic Dystrandepts de Costa Rica.

Caracteristicas correlacionadas Valor r
+
P (ug/ml) Vs PHKC[ 063
Plug/ml)  vs S (ug/mi) 0667,
B (ug/mi) Vs PHy 082 N
B (ug/mi) v pHHI 0 066

+  Signifieativo, a1 § 05,

++  Altamente significativo, al 0.0}

SifAl = 2 {16), que permanecen en el perfil debido a
la predominancia de un régimen cuarente de periodo
seco intenso y definido que estimule ia cristalizacion

(13)

Para el B la cantidad necesuria a adicionar para
extraer 0.6 pg/ml de B, varfa entre 16 y 156 ug/
ml; y para el S se requieren calre 84 y 264 ug/mi

de S pura obtener en sohucion. en condiciones de
labaratorio, 36 up/nl de S, gue corresponde u tres
veces su nivel ceitico. Lu retencion de B y S en los
nueve suclos estudiados varia entre 85.96% vy 70-
91%, respectivamente

Analisis foliar de P

El porcentsje de P foliar presente en plantas de
sorgo desarroltadas cem el invernadero, on los suelos
sin fertilizar, corresponde & 0.06% en dos suclos
{Bijsgua v La Laguna), a 0 07% en otros dos (Santa
Maria y Monteverde), y 2 0 08%en los otros.

Estas bujas concentraciones confirman ls generali-
zuda deficienciz de este nutrimento en fos Typic
Dystrandepts

Prueba bioldgica

£n el Cuadro 4 se presenty la interpretacion cuali-
tative de los resultados de la prucha biolagica pury los
nutrimentos anionicos, practicada en inverpadero
sobre [os nueve suefos en estudio.

Cuadre 3. Curvas de retencion de fosforo, boro v azufre en Typic Dystrandepts de Costa Rica.

Cantidades Cantidades extraidas en cada suelo pg/mi
. agregadas

Nutrimentos ug/ml Dos Santa  Bijagua La Monte- Zarcero Sabalito Agua  Corre-
Rios Marfa Laguna  verde Buena  dores

00 1.0 0.0 20 20 20 0.0 1¢ to 30

i1.§ 1.4 0.0 30 40 1.5 1.0 1.5 20 4.0

35.0 10 03 40 60 10 20 20 4.0 5.5

6.0 40 15 4.5 11.0 55 5.0 4.0 535 75

1400 6.5 4.5 6.5 16.0 120 9.0 80 126 125

FOSFORO 2100 100 100 115 310 - 105 130 1890 190

280.0 16.0 130 14.0 51.0 320 250 150 350 60

3500 18.0 190 170 62.0 370 350 250 300 320

4200 250 40 215 790 51.0 430 32.0 37.0 380

560.0 355 350 296 +1000 120 580 42.0 520 51.0

7000 44.0 430 380 87.0 730 520 600 G20
0 0400 6.00 0.00 002 0.24 0.00 0.04 040 056
1 0.04 0.04 002 - 0.50 G 04 008 0.78 034

2 0.04 - 008 024 066 - - 0.60 76

BORO 5 022 0.08 .08 0.56 1.24 0.04 0.20 0.66 G.94
10 0356 0.50 028 102 1.72 0.86 - 346 2.00
20 130 070 1.30 166 +200 164 1.84 130 +200

0 100 16.0 8.0 8.5 935 60 93 30 115

10 150 184 180 - 120 100 i00 44 14 .0

AZUFRE 20 16.5 035 120 160 170 14.G ilo 10 17.0

50 19.0 635 170 270 240 230 4.0 120 2335

100 23.0 34.0 26.0 90 36.5 260 21.0 195 3235

200 315 +400 365 +400  +40.0 8.0 260 325 +400

Laboratorio de Suelos, MAG, Costa Rica.
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Suelo Retencign e P 1%
Ly Lagunn a1z
Konteverde 872
Zareero 89}

g sl Aguo Bueng 913
Agropeuario 925

100 Soholite 925
Sunte Marie 936
Dos Rios 937
Brjogus 950

enar relgnclon

P exaide

Moyor retentidn

P agregado

Fig 1 Ambite y porcentaje de retencion de P en Typic
Dystrandepts de Costa Rica. (Indice de regresion li-
neal {3 entre los nueve suctos = 0.88). % de reten-
cidn de P = 100 (1 ~pendiente).

De acuerdo al crecimiento que alcanza cf sorgo en
los diferentes tratamientos en el invernadero, el dnico
problema comin y de caracleristicas severas que sc
manifiesta en todos los suelos es la deficiencia de P
Este problema se debe a la gran cupacidad de reten-
¢idn que desarrollan estos suelos por la calidad de
los materiales coloidales que constituyen su complejo
de cambio, cspecinimente alofanas {7)

Al comparar las respuestas en crecimientoa 0,1y
2 dosis de P (siendo una dosis de P [a cantidad necesa-
ria en cada suelo para extraer 36 pg/mi de P con una
solucion de Olsen modificada) la mayoria de los sue-
los no manifiestan diferencia significativa entre una y
dos dosis; sdlo tres suelos lo hacen (Dos Rios, Bijagua
y Santz Maria) (Figura 2).

Como se puede apreciar en la Figura 2, entre el tra-
tamiento testigo y el tratamiento sin P perc con otros
elementos adicionados no hay diferencias en el creci-
miento Esto reafirma que la aplicacion de P es funda-
mental para obtener respuesta a la adicion de otros
elementos La aplicacion de una desis de P causa
crecimientos de 2 a 5.5 veces mds altos que los del
lestigo absolulo

Los suelos gue responden significativamente a
la doble dosis de P son los tres de ta Cordillera de
(iuanacaste  Este resultado concuerda con el obte-
aido a partir de los estudios de retencion gue sefialan
pura estos suelos las retenciones mas altas (mids de
439 de retencion y adiciones superiores a 500 pg/ml
de P pura extraer tres veces el nivel eritico).

SUELOS MENOS FIJADORES

difereacias
no significativas

g/macelo
Arenaj
Zarcaero
Sabalito
[
5
o}
E Corredores
L4
= Monteverda
%] % Agua Bueng
L
3
(8
2
|
TEST 0 ‘ 2
{Opt-P) {opt) {Cpt+P)
SUELOS MAS FIJADORES
diferencigs
g/maceta significativas
Santa Marla
6
5 Bijogua
o
E 4 Dos Rios
=
)
&
& 3
2
1 >_/
TEST o ! 2
{Op1-P) {Op1) {OptsP)
TEST = suelo sin [ertitizar 0 = lo mismo que el dpti-
moe menos P | = éptime. 2 = lo mismo que el opti-
mo mas oo tanto de P
Fig. 2. Tendencius de crecimiento, en g de peso seco/mace-

ta, en Typic Dystrandepts de Costa Rica, frente a G,
1y 2dosisde P
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Solo un suelo mostro deficiencia y otros tres res-
pondieron moderadamente a la aplicacidn de N Esta
observacién no representa la situacién agricola co-
munmente observada debido a que los suefos en estu-
dio no estdn bajo uso intensivo El efecto quizi se
deba a un mejor acondicionamiento para el desarrollo
de los microorganismos que se da en los suelos con al-
to contenido de materia orgdnica debido a las condicio-
nes de invernadero {secado-humedecimiento, tem-
peratura, etc ) {14) Al ser el P el elemento mds limi-
tante no solo para las planias sino también para los
microorganismos, esta reaccidn de mineralizacion se
ve particularmente acelerada al suplir el nutrimento
al suelo Sin embargo, este efecto no serd permanen-
te y aplicaciones de P a nivel de campo pueden llevar
a un agotamiento de la fuente primaria de N, en cuyo
caso su aplicacion se hard necesaria {17)

A pesar de la alia retencién de B y S en los suelos
alofdnicos, parece que cuande cotras condiciones son
optimas (suplemento adecuado de P y cuidados de
invernadero), sus efectos sobre fa produccion no son
tan sensibles. En la prueba bioldgica solo dos suelos
respondieron en forma significativa al § y ninguno de
los nueve lo hizo al B.

Dado que la deficiencia de B ocurre principalmen-
te en épocas de poca lluvia y en forma temporal (12),
las probabilidades de encontrarla bajo las condiciones
Optimas de! experimento, fueron minimas En Costa
Rica, los problemas de B en suelos volednicos se han
encontrado principalmente en café (0), citricos y
ofros cultivos perennes, lo que demuestra la influen-
cia del tipo de planta sobre la utilizacion eficiente
de este elemento

En el caso del S, las cantidades disponibles son
altas {mds de 13 pg/mi de S, a excepcidon del suelo
Agua Buenaz, que es uno de los que responde), y se
vieron favorecidos aun mds con el S orginico liberado
al fomentarse tz mineralizacién con la adicion de P
ks posible, sin embargo, que las deficiencias de §
comiencen a aparecer cuando las fertitizaciones con
P sean constantes, ya que la competencia eatre anio-
nes por los puntos de absorcion le da la ventaja al
fosfato, promoviéndose el lavado de sulfatos (3, 20).

Unicamente en el suelo Bijugua, proveniente de la
Cordillera de Guanacaste, se noto respuesta gl Mo

Conclusiones

Los nueve Typic Dystrandepts estudiados son se-
mejantes cuzlitativamente en el comportamiente nu-
tricional de los aniones.

La deficiencia de P es el problema limitante funda-
mental, y en (érminos pricticos, el anico bajo condi-
ciones de invernadero Ningun otro problema de anio-
nes se comprueba en mds de un 40% de los suelos, y
cuzndo existe en algin suelo es en forma secundaria.
La deficiencia de P ocurre por los altos porcentajes
de retencidn que presentan los materiales alofanicos
En los suelos estudiados, estos porcentajes siempre
son superiores a 80% y liegan hasta 95%(223-660 ug/
ml de P adicionados, para extraer tres veces el nivel
critico de 12 pg/ml) Los suelos de la Cordillera de
Guanacaste son los mds fijadores, v los tres respon-
den a ia dobie dosis de P Si no se aprega P, aunque
se adicionen otros elementos, no se logran mejores
crecimientos que en e} suelo naiural

Cuadro 4. Resultados cualitativos de Ia prueba bioldgica (téenica del elemento faltante o aditive) practicada en invernadero sobre Typic

Bystrandepts de Cosfa Rica.

Nutrimentos Suclos
Dos Santa Bijagua La Monte- Zarcero Sabalito Agua Corredores
Rios Maria Laguna verde Bucna
Nitrogeno A A A R A R R D A
Fosforo D B D L D b D B D
Boro A A A A A A A A A
Azufre A A A R A A A b A
Motibdeno A A R A A A A A A
A = adecuado, diferencia no significativa con respecto al optimeo segun el peso seco v segin otras variables, Prueba de Dunnett
R = posible respuesta, diferencia no significativa con respecto al dptime segiin el peso sceo, pero diferencia significativa con respecto
al optimo segln otras variables, Prueba de Dunnett.
D = deficiente, diferencia significativa con respecto al optimo segun el peso seco ¥ segiln otras variables, Prueba de Dunsett.

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 199-205
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La nutricién por N, muy ligada a la mineraliza-
¢ién de fa sbundante materia orgdnica presente, tien-
de a ser eficiente Bajo condiciones de invernadero,
es preferible [uvorecer la mineralizacion supliendo P,
que suministrar N adicional.

Los esiudios de retencidén muestran que, bajo con-
diciones de laboratorio, el B y el S se fijan en todos
estos suelos. sin embargo, sus efectos sobre el creci-
miento no son sensibles. Ocurre una retencion -de B
entre 85-90% y una de S entre 70-91% (1 6-15 6 ug/
ml de By 84.264 ug/ml de S para extraer con Cally
{PQ4 ), tres veces el aivel critice correspondiente}.

La respuesta a Mo s6lo se encontrd en un sueio de
la Cordillera de Guanacaste

Las concentraciones de nutrimentos anidnicos en
suelos Typic Dystrandepts de Costa Rica fluctiian, con
un 90% de probabilidad estadistica, en los siguientes
dmbitos: P entre 1 y 3 ug/ml, B entre 0.06 y 0 56 ug/
mly § entre 7y 29 pg/ml. Los contenidos de materia
organica van desde 4 8 hasta 24 2%, y la concentra-
cion de P en el tejido foliar de sorgo desarroilado en
el invernadero sobre estos suelos oscila entre 3406 v
0 09%

Resumen

En nueve Typic Dystrandepts de Costa Rica existe
semejanza cualitativa en el comportamiento nutricio-
nal de los elementos aniénicos. En estos suelos bajo
condiciones de invernadero, iz deficiencia de P es el
problema limitante fundamental, y en términos prdc-
ticos, el tinico. Los porcentajes de retencion de P fluc-
tian entre 80 y 95% {adiciones de 225-660 ug P/ml
para extraer con solucidon Olsen modificada tres veces
¢l nivel critico de 12 pg/mil), correspondiendo los
mas altos a los suelos de la Cordillera de Guanacaste
(mis de 93% de retencidn). Cuando no se agrega P,
aungue se adicionen otros elementos, el crecimiento
es estadisticamenie igual al del suelo natural. Todos
los suelos responden significativamente al P en
relacion directa a su fertilidad natural

La nutricion por N, muy ligada a la mineralizacidn
de la abundante materia organica presente {entre 4 8
y 24.2%), tiende a ser eficiente. En estos suelos, en
invernadero, es preferible favorecer la mineralizacidn
supliendo P que suministrar N adicional. Bajo condi-
ciones de laboratorio, el B y el S se fijan en todos los
suelos, sin embargo, sus efectos sobre el crecimiento
no son sensibles La retencion de B oscila entre 85
y 96% y la de § entre 70y 91% {1 6-15 6 pg B/ml
y 84264 pg S/ml para extraer con CaHy (PO4),
tres veces el nivel critico correspondiente). La res-
puesta a Mo solo se encontré en un suele de la Cor-
dillera de Guanacaste

la concentracién de P en Typic Dystrandepts
de Costa Rica fluctia entre | y 3 ug/mil, la de B entre
(006 y 056 ug/ml y la de S entre 7 y 29 pg/ml, con
un 90% de probabilidad estadistica La textura de
todos los suelos tiende a ser franca la concentra-
cion de P en el tejido foliar de sorgo desarrollado en
el invernadero sobre estos suelos oscila entre 0.06 y
0 09%
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Resena de libros

SHUTTON, S L.. WHITMORE, T C. y CHADWICK,
A C (eds) Tropical Rain Forest: Ecology and
Management  Blackwell Scientific Publications
Special Publication Series of the British Ecological
Society No 2 1983 498 p

Este libro es una recopilacion de fos trabajos pre-
sentados en el simpasio que tuvo jugar en la Universi-
dad de Leed en Faster, Reino Unido en 1982, con
motivo de la celebracién del vigésimo primer aniversa-
rio del establecimiento del Grupo de Ecologia Tropi-
cal de la Sociedad Britinica de Ecologia

La publicacién refleja el marcado interés que exis-
te entre jos ecologos por el estudio y la conservacién
de los ecosistemas forestales tropicales, asi como por
el desarrclio de sistemas de ordenamiento que permi-
tan un uso racional de estas comunidades Al simpo-
sio asistieron un selecto grupo de ccologos ingleses y
norteamericanos y unos pocos de los paises tropica-
les. Los temas tratados fueron muy diversos, algunos
generales como es el estudio de la estructura tridimen-
sional del bosgque tropical, otros mds especificos co-
mo el analisis de los escarabajos y otros insectos de
los doseles del bosque en Manaus, Brasil La mayoria
de los trabajos tratan de mostiar el estado del conock-
miento sobre el tema tratade, con indicacion de los
aspectos que todavia necesitan mayor investigacion.
Algunos de ellos, los mds especificos, incluyen tam-
bién descripeiones de la metodologia

El fibro estd dividido en las siguientes secciones y
subsecciones:

I - Aspectos de la estructusa y diversidad de la
comunidad

1A~Vegetacion y diversidad foristica
IB—Animales, principalmente insectos
IC—E mantenimiento de la diversidad

il -- Interacciones entre plantas y animales

Il ~ Descomposicion de materia orgdnica y ciclos
de nutrimenlos minerales

1V - Manejo de recussos.
IVA--Consideraciones bicidgicas.
IVB-- Uso de “monitores”™ en los tropicos.
IVC— Informes regionales.
VD~ Aspectos generales

La Gltime seccidn. que trata del manejo de los re-
cursos del bosque tropical. se fundamenta mucho
en el conocimiente bisico que se discute en las sec-
ciones anteriores. Hay dos frabajos que considero ne-
cesario comentar: “La dindmica ecologica de los
fragmentos  del  bosque tropical” y  “Conserva-
citn de dreas naturales en América Central En el ul-
timo de estos trabajos, preparado por G S. Hart-
shorn, se presenta un andlisis bastante completo sobre
los principales ecosistemas forestales de iz América
Central que estdn bajo alpun sistema de proteccidny
de mangjo, con clerto hincapié en el Sistema de Par-
ques Nacionales v de Reservas Equivalentes de Costa
Rica, considerando como un ejemplo en la América
Latina Sin embargo, es listima que dicho autor no se
refiern a Iz idea que algunos investipadores costarri-
censes han desarrollado con miras at establecimiento
de un sistema de pequefias reservas naturales de im-
portancia para la conservacion del ambiente fisico y
de Iz biota en zonas muy deforestadas, come ei Valle
Central de Costa Riea, v las regiones montafiosas ale-
danas. Precisamente, el otro trabajo arriba citado, de
I Lovejoy eral | trata sobre este tema de remanentes
de bosques, en la Amazonia brasilefia. Es de esperar
que en el futuro se le de mayor importanciz al estudio
de estas pequefias reservas, por su interés bioldgico,
econdmico y cultural

Sirt lugar a dudas, el material presentado en este li-
bro es de sumo interés parz los estudiosos de la ecolo-
giz y del uso racional del bosque tropical, por la actua-
fizacion que se hace de los temas tratados por las per-
sonas que se encuentran activamente involucradas en
ia investigacion de las comunidades forestales tropica-
les.

LUIS A FOURNIER O.
ESCUELA DE BIOLOGIEA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA



ESTUDO MORFO-ANATOMICO DAS SEMENTES E PLANTULAS DE

Fucalyptus robusta Sm.* /

C M BELTRATI*

Los aspectos morfologicos y anatomicos de las semillas v plantulas jovenes de
Eucalyptus robustaSm. fieeron estudiados en detalle Se hicieron también algunas ob-
servaciones de los tipos de dvulos @ partir de los cuales se desarrollan las sernillas férti-

les y estériles

Introduciio

om o estudo de Eucalyptus robusta Sm | se con-
tinuam trabalhos anteriores relativos a morfolo-
W pia ¢ anatomia das sementes de diferentes espé-
cies de Eucalyprus L'Herit cultivadas ne Brasil. i ci-
tados {2) Visamos niio sé¢ fornecer bases para a iden-
tificacio desta espécie. nas fases de semente e plantu-
la, como também observar o0s tipos de dvulos, dos
quais provém as semenies ferteis e estéreis que carac-
teristicamente ocorrem em diferentes espécies do gé-
nero

Na literatura, se encontram apenas os trabalhos de
Zucconi (9) sobre £ camaldulensis Dehn e Gauba e
Pryor (4), com E. microcorys F Muell, que mencio-
nam o assunto.

Material e métodos

O material utilizado no presente trabalho consistiu
de botdes florais, flores abertas, frutos novos, frutos
maduros e sementes de Eucalyptus robusta Sm. pro-
venientes de Horto Florestal “Navarro de Andrade”,
de Rio Claro {8P), cothidos de matrizes selecionadas

O material foi, em parte examinado a fresco e, em
parte, fixado em FAA 50 (7) para estudo posterior

1 Recebido para publicacdb em 12 de junho de 1983

*  Universidade Estadoal Paulista “Julio de Mesguita Filho"
— Departamento de Botdnica ~ Instituto de Biociéncias -
Rio Claro, SP — Brasil

As determinagBes do peso de 100 sementes ferteis
bem como a porcentagem média de sermentes estéreis
{em peso}, foram feitas através de amostras casuais,
em balanca analitica. Verificou-se, tambén, o numero
médio de sementes férteis por grama de sementes mis-
turadas. Para determinagiio das dimenstes meédias das
sementes foi utilizada vma ocular de mediciio aferida
com ldmina micrométrica

Para as observacSes e ilustraces foram utilizados
microscopio Optico e esteriomicroscdpio, ambos pro-
vidos de cimara clara

Os estudos anatdmicos foram feitos através da ob-
servagiio de segles tfransversais, longitudinais e para-
dérmicas das diferentes estruturas, realizadas 2 mio
livre, sob esteriomicroscopio

Os cortes [oram montados em glicerina a 10% |
conseguindo se preparacOes semi-permanentes (8)

Para os testes histoquimicos os corles de material
fresco foram submetidos a corantes e reagenies espe-
cificos (1)

Para observagio dos aspectos morfologicos da
germinaglio, as sementes foram colocadss em placas
de Petri, sobre papei de filtro tmido em condigBes
deo]uminosidade e femperatura ambientais (média de
267C)

A terminologia adotada na descrigio das semen-
tes segue Corner (3},

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 207-213



208 TURRIALBA: VOL. 34, NUM 2, TRIMESTRE ABRIL-JUNIO 1984

Resultados

Em Eucalvptus robusta, as amostras estudadas
continham sementes aparentemente vidveis, providas
de embrifio e dois tipos de sementes estéreis, que fo-
ram designados A ¢ B. Esses dois tipos, desprovidos
de embrido, podem ser distintos pela forma, dimen-
sbes e coloragio

A porcentagemt média (em peso) de sementes es-
téreis foi de 94 % 3% | havendo em média 94 % 19
sententes férteis por grama de sementes misturadas
(O peso médio de 100 sementes férteis foi de 34 6
+30mg

Caracteristicas das sementes férteis (Figuras I a
3): sementes andtropas, de formas, em geral, polié-
dricas; 4s vezes cubicas, trapezoidais; coloracio ma-
rrom médio; superficie pouco brithante, marcada por
finissimas estrias transversais; bordo liso; asa rudi-
mentar, muito estreita, no longo das arestas; hilo ba-
sal, circular, de coloragiio pouco mais clara que o res-
tante da testa; micropila visivel externamente na se-
mente seca, abaixo do hilo, come uma pequena aber-
tura no centro de u’s mancha escura; regifio da chala-
za marcada por mancha circular escura; rafe como
longa faixa que se estende do hilo até a chalaza; an-
ti-rafe uniforme Medem em média 129 £0 16 mm
de comprimento por (.83 £ 0.12 mm de largura

Caracteristicas das sementes estéreis (Figuras 4 ¢
5): Tipo A -- alongada: cilindrica, falcada, ebnica; co-
loragfio marrom médio, avermelhado; superficie pou-
co brilkante; hilo basal; medindo em média 1.78 £
0.40 mm de comprimento por 8.54 £ 0.08 mm de lar-
guri.

Tipo B - achatada: trapezoidal, taleada, conica;
cor marrom médio, amarelado; superficie pouco
brilhante, hilo basal; medinde em média 1 .10 £ 0.17
mm de comprimento por (.63 £ 0.14 mm de largura

Origem e estrutura das sementes férteis e estéreis:
Examinando-se botBes florais e flores de Eucalyptus
robusta, observou-se ser o ovirio infero, envolvido pe-
lo receptaculo floral; tricarpelar e trilocular, com pla-
centagio axial (Figurus [2e 13)

Cada loculo contém grande nimero de dvuios que,
na cavidade ovarizna propriumente dita, se inserem
perpendicularmente ao eixo longitudinal da placenta
¢ sfo do tipo andtropo tipico, enquanto gue no cong
apicat do ovdrio, vBo sssumindo posicio paralels a
esse cixo {Figura 12}, sendo também andtropos, po-
rém atipicos.

05 6vuios andtropos tipicos sdo crassinucelados e
apresentam dois tegumentos biestralificados Apresen-
tam trés cuticulas bem distintas: a externa, cobrindo
a superiicie, a mediana, entre os dois tegumentos e
4 interna entre o tegumento interno e o nucelo (Figu-
ra 16) A micrépila & delimitada por ambas os tegu-
mentos {Figura 14) No interior do funiculo observa-
se um pequeno feixe vascular que termina na regifo
da chalaza (Figura 15)

Qs dvulos atipicos (Figuras 17 e 18) sfio muito
alongados lengitudinalmente, prismiticos, com micrd-
pila basal, de dificil observagfio (Figura 19) Sio cons-
tituidos por apenas um tegumento, em sua malor par-
te biestratificado e o longo funiculo, que contém um
feixe vascular As células da epiderme externa do te-
gumento sio alongadas perpendicularmente 4 superfi-
cie e, a epiderme interna consta de pequenas células
cuibicas que delimitam uma estreita cavidade vazia,
alongada transversalmente que se estende do ipice até
# base do dvulo. onde se comunica com a micropila

Observando-se frutos noves e desenvelvidos, veri-
ficou-se que os Gvulos atipicos transformam-se em se-
mentes estéreis do tipo A, Estas consistem apenas da
epiderme exterma, a qual apresenta células alongadas
perpendicularmente & superficie, com paredes radiais
e externas fortemente espessadas e lignificadas (Figu-
ras 20, 21 ¢ 23) do mesmo modo que o tecido sub-
epidérmico que envolve o pequeno feixe vascular (Fi-
guras 21 e 22) O embrifo e o endosperma estiic au-
sentes

Os gvuios andtropos tipicos podem desenvolver-se
tanto e sementes férteis como em sementes estéreis
do tipo B Foram observadas, em geral, apenas uma
ou duas sementes férteis por loculo g, sua localizagio
varia, podendo ser mediana ou basal, isto €, no fundo
da cavidade

Os dvulos andtropos tipicos, niio fecundados ao
gue tudo indica, desenvolvem-se em sementes estéreis
do tipo B, cuja forma andtropa é bem evidente. Suas
caracleristicas histoldgicas assemelham-se as observa-
das nas sementes estéreis do tipo A

A semente fértil madura tem como envoltorios
dois tegumentos, remanescentes do nucelo e do en-
dosperma. O embrifo (Figuras 22 e 23) consta de 2
cotilédones espessos, debrados, inseridos proxime ao
dpice do eixo hipocotilo-radicula (Figuras 26 e 27),
entre 0§ quais encontra-se o merzistema caulinar. O
eixo hipocotilo-radicula é cilindrico e mede cerca de
09 mm de comprimente por 0.4 mm de didmetro,
havendo em sua extremidade inferior o meristema ra-
dicular e o caliptrogeno parciaimente envolvidos pelo
argdo cupuliforme que é uma saliéncia basal do cdr-
tex do hipocdtilo (Figura 26},



BUELTRATI: MORFO-ANATOMIA DAS SEMENTS DE EUCALYPTUS 209

Py =

S T e ey S e Tt S e e

Figs. 135 Aspecto externo das sementes, Figuras 1 a3 — semente fériil: Figura 4 - semente estéril tipo Az Figura § — semente ostéril
tipo B

Figs 6a 11 Anatomia dos envoltdrios da semente (értil Flguras 6 ¢ 7 — respectivamente segocs paradérmica ¢ transversal dos envol-
tarios da semente fériil (regido da antirafe): Fipura 8 — diagrama da somente mostrando o pusigio do hilo, du chalaza e da
micropit; Flgura 9 — se¢io paradérmica na regilo micropiler: Figura 10 — padrio de vascolarizagio: Figura 11« sedio
transversai através da rafe N
{ar = asa madimentar; ch = chalsza; ¢f = cuticuis intema; ¢ = embrifo: eco = epiderme externas ei = epiderme internas en =
endaosperma; I = hilo: m = micrdpita; nu = nueelo; ri = rafe; fv = leixe vascular: TE = testa: T = tdumen)
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Figs 12 e 13 Ruspectivamente diagrama das segOes longitudingt e transversat do ovirio envolvide pelo recepticulo floral

Figs 14 ¢ 16 Ovulo andtropo tipico. F igura 14 ~ disgrama da segfio longitudinai transmedizna; Figura 15 - dizgrama da secdo
longitudinad: Figura 16 — detalhe da regido assinalada na Figuea 13

Figs 17 a 19 Ovulo andtropo atipico. Figara 17 ~ diagrama da secilo jongitudinal; Figura 18 — disgrama de segio transversal; Figura 19
— detalhe da regifio ussinaluda na Figura 17

Figs 204 23 Scmente estéril tipo A Figura 20 — dingrama do corte transversal mediana; Figura 21 — detalhe da regifdo assinaiada na
Figura 20; Figura 22 ~ seqio lengitudinal dos esclereideos que envolvem o feixe vaseular; Figura 23 — seco paradérmica
da semente, passando pela epiderme externa
(ce = cuticula externat ch = chalaza; cf = cuticula Internar em = cuticula mediana: ce = epiderme externa; ei = epiderme
interna; [ = funiculo; fv = feixe vaseular: gl = glindula 1 m = micrdpila; nu = nucelo; on = dvulo andtropo atipico; ot =
dvulo anidtropo tipico: ov = ovirio: ree = recepticulo florul: se = saco embriondrio; te = tepumento externo: ti = tegu-
mento interno)
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0 tegumento externo ou testa (Figuras 6 e 7) na
regifio da anti-rafe consts apenas de duas epidermes
e constitui a camada pigmentada da semente. A epi-
derme externa consta de células tabulares, alongadas
em sentido transversal, cujas paredes anticlinais ex-
ternas sko algo espessadas e concavas, encostando-se
parciamente nas internas, fazendo desaparecer o i
men. Ficamn salientes apenas as paredes anticlinais,
que constituem as estrias observadas na superficie da
testa. Na regifo da rafe (Figura 11), observa-se um
maior numero de camadas de células parenquimdticas
que envolvem o feixe vascular colateral que parte do
hilo, ramifica-se e se estende até a chalaza (Figuras
e 10).

A epiderme interna consta de células retanguiares
em segdo transversal (Figura 7) e pentagonais ou
hexagonais, em secdo paradérmica (Figura 6), cujas
paredes periclinais internas siio fortemente espessadas
e cada céiula contém um ou mais cristais de oxalato
de céleio.

Substincias fendlicas de coloraclio marrom, apare-
cem dissolvidas no interior das células e impregnando
as paredes celulares de testa.

O tegumento interno enconira-se quase que total-
mente reabsorvido, sendo distinto apenas ao longo da
rafe, onde podem ser observadas duas camadas de cé-
lulas, ndo muito aitidas

As cuticulas externa e mediana desaparecem na se-
mente madura, ficando evidente apenas a interna, en-
tre o tegumento interno e os restos de nucelo, os
quais constituem um fino estrato

Do endosperma resta uma tinica camada de células
ricas em proteinas e goticulas de dleo (Iiguras 6 e
1.

O tecido da chalaza é suberificado e suas células
apresentam conteudo denso, de natureza lendlics ¢ de
coloraciio marren-avermelthado.

A superficie do hiio é cGncava, apresentando célu-
las de paredes finas, frequentemente rompidas. A mi-
cropila (Figura 9) ¢ uma pequena fenda rodeada por
pequenas cétulas de paredes mais espessas e as demais
células, que rodeiam a abertura, apresentam conteddo
denso, de coloracfo marrom, bem escura

A asz rudimentar € constituida pelos dois tegu-
mentos, sendo que as células da epiderme externs
apresentam-se perpendicularmente alongadas e a ca-
mada cristalifera forma uma dobra elevada, acom-
panhada pelo tegumento interno A cuticula interna
nio se eleva.

O eixo hipocdtilo-radicula (Figura 24) consta de
protoderme, composta de células citbicas, sob as quais
se observam 7 a 8 camadas de célufas arrendodadas do
meristema fundamental, que deixam pequenocs espa-
¢os intercelulares. Este ocorre ne centro, como pre-
cursor de medula, rodeado por um cilindro procam-
bial com 5 a 6 camadas de células esireitas e alonga-
das

Nz face adaxial do cotilédone (Figura 25), sob as
protoderme, ocorre uma camada de células dispostas
em palicada e, a seguir 5 a 6 camadas de células que
deixam pequenos espagos infercelulares

Ao longo de todo o eixo hipocotilo-radicuia apare-
cem, em formaclo, pequenas glanduias de dleo que
ocorrem também, com menos {requéncia, em ambas
as faces dos cotilédones.

Os tecidos do embrido, exceto o procambio e as
células glandulares, sfo ricos em grios arredondados
de aleurona e goticulas de dleo.

Germinacfio e caracteres moxfologicos da plantula:
Colocadas em condigles favordveis, as sementes em-
bebem-se rapidamente e em 3 a 4 dias os tegumentos
se rompem na regifio micropilar, emergindo a radicu-
la, parcialmente envolvida pelo drgdo cupuliforme
(Figura 28). Este, depois de desenvolvide mede cerca
de O} mm de largura, sendo recoberto por densa co-
rda de longos pelos absorventes (Figura 29) Em 63 8
dias os tegumentos se desprendem {Figura 30) e o hi-
pocatilo torna-se ereto, fixo ao substrate pelo orgio
cupuliforme que se mantém funcional por cerca de 30
a 35 diss, ocasifio em que comeca a secar

A raiz primiiria e o hipocdtilo alongam-se rapida-
mente {Figuras 31 ¢ 32) e os cotilédones desdobram-
se ern 12 a 13 dias, sendo verdes em ambas as facese
bilobados, observando-se entre eles, a plumuiz. O hi-
pocotifo é de secio quadrangular e adquire coloragho
rosea devido & presenca de antocianinas em suas célu-
ias epidérmicas. O epicdtilo so inicia seu desenvoivi-
mento apos 20 a 25 dias

Discussio

Entre as diferentes espécies de Fucalyprus, as ca-
racteristicas morfo-anatémicas das sementes variam,
sendo importantes na determinagio das espécies. Gau-
ba e Pryor (4, 5, 6) ressuitam o valor taxondomico da
estrutura dos tepumentos das sementes de muitas das
espécies

As semenies variam de andtropas a hemitropas e
Corner (3} chamou a atengfo para o fato de que esses
tipos ainda niio foram devidamente correlacionados
com os tipos de dvulos dos quais provém.

Turrigiba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 207-213
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22 3 25 Embrifo. Figuras 22 e 23 — aspecto externo do embrifo; Figura 24 ~ seclo transversal do cixo hipocdtilo-radicuia; Figura
25 — setor de segao transversud do cotiédone: ligura 26 — disgrama da secaoe fongitudinal do cixo hipocdtilo-radicula;
Figura 27 ~ dingrama de secdo transversal do eixo hipocbtilo-radiculn na regiflo de insergiio dos cotilédoney

28 a 32 Estdgios sucessivos de desenvolvimento da plintuly, apos o colocagdo das sementes em condigies de germinacho Figuran 28
- plantula apds 4 dias; Figura 29 - plintuka apds 6 dias; Figura 30 - plintula apds 8 dius; Figura 31 piantula apds 11 dias;

Figura 32 — plintula upds 16 dias

{al = grios de alevrona: cg = caliptrégeno; cot = cotifédone: g = glinduls em formugiio hi = hipocdtile; me = meristema

canlinar; mi = meristemna tundamental mr = meristema radicelar; oc = drgao cupuliforme; p = plitmulaz pa = pelos absor-

ventes: pd = protoderme; pr = procimbio; 1 = raiz primdris; rd = radiculs; tg = tegumentos)
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Em Eucalyptus microcorys (4) hd ovulos hemitro-
pos que, se fertilizados, dio origem a sementes {¢rteis
e, em caso contrdric, ddo sementes estéreis to tipo B.
Ao lado destes, ocorrem dvulos diropos, que originam
as sernentes estéreis tipo A. Em £ robusta, segundo
observamos, as sementes tipo A provém de évulos
andtropos atipicos. Resultado semelhante foi encon-
trado em £. camaldulensis Dehn. (9), em que foi veri-
ficado que évulos fecundados podem degenerar no es-
tado de zigoto ou em estdgio mais desenvolvido, origi-
nando sementes estéreis. Desconhece-se, porém, a
causa do fendmeno que foi atribuido ao patrimdnio
genético do individuo. Zucconi (9) observou gue as
semnentes estéreis do tipo B encontram-se em posigiio
intermedidria entre as do tipo A, no dpice da cavidade
ovarianz e as férteis, no fundo do oviric Em £ ro-
busta essa constincia ndo foi observada

Summary

Morphological and anatomical aspects of seeds and
seedlings of Euealyptus robusta Sm. were studied in
detail. The ovule types from wich the fertile and
sterile seeds are originated, were also examinated
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La ecologsa atmaésferica cada vez despierta mayor
interés en los especialistas, sobretodo por los probie-
mas mas dramdticos surgidos con la contaminacion
ambiental. Lsto ha estimulado también las investiga-
clones sobre la poblacidn microbiana de signiticancia
bioldgica. como contaminante del aire, especialmente
las esporas de hongos La poblacion de estas en el ai-
re en un momento determinado, es el resultado de
procesos complejos. cada uno de los cuales es influen-
cizdo directz o indirectamente poi factores externos
principaimente climiticos que determinan la forma-
cion. liberacion, transporte y deposicion de las espo-
tas. De zhi gue es frecuente encontrar las mismas po-
blaciones de esporas de diferentes géneros de hongos,
en ua determinado ecosisterna y lo que varia mayor-
mente es la dindmica de esas poblacionas

En fos estudios epidemiologicos de interés {itopato-
logico de medicidn de poblaciones de esporas median-
te trampas, los investigadores tienen diticultad para
identificar visualmente las esporas, debido a que es
mds importante la conidiogénisis como criterio taxo-
nomico. En unos pocos casos las esporas son recono-
cidas a nivel de especies

De ahi la importancia de conecer los hongos local-
mente y tener buenas fotogralias ¢ [iguras para com-
paracion. En este sentido los atlas de esporas cumplen
una funcion importante y el presente contiene des-
cripciones e ilustraciones de esporas de 90 géneros- es-
pecies, tomadas ianfo al microscopio corriente como
electrénico de transmision, presentes en ambientes es-
pecizles asi como de hongoes comunes en diversidad
de ambientes de Luropa.

El libro en su primera seccidn describe las caracte-
risticas relevantes v ciclos de vida de las principales
clases de hongos, asi come definicion de términos
usados corrientemente en su taxonomia Especial én-
fasis se hace en [a ifustracién de los diferentes tipos de
conidiogénesis de hongos de [a clase Deuteromicetes.

La terminologia utitizada en la taxonomia de hon-
gos es amplia y de dificil ubicacidon para el investiga-
dor en cuanto a su significade de ahi gue el libro in-
cluye un glosario de términos utilizados mds frecuen-
temente en &l texto. También contiene cuadros en los
que se incluyen las esporas de hongos mds frecuentes
en diferentes microambientes.

El libro es de particular interés para aerobidlogos,
fitopatdlogos, micdlogos, alergdlogos o aguellos inves-
tigadores interesados en morfologia de esporas.

EDGAR VARGAS G
ESCULELA DE FITOTECNIA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA



THE ABSORPTION OF MINERAL NUTRIENTS BY SWEET CORN SEEDLINGS
AS AFFECTED BY NITROGEN FERTILIZATION AND WATER STRESS!/

(Zea mavs L)

AT TESHA™

Resumen

Se estudio la absorcion de N, P, K y Mg por plintulas de maiz sembradas en po-
tes con diferentes niveles de H y cantidades de agua. En adicion, se estudio la resisten-
cia de los estomas, el potencig! ndrico de las hojas y el contenido de humedad relati-
vo,

Cuando. los resultados se expresan como porcentaje de peso seco, los contenidos
de N, P v K decrecieron con el aumento del déficit de humedad; sin embargo, el por-
centaje de Mg aumento significativamente. Si los datos se expresan cono mg planta™

todos los nutrimentos estudiados menos ¢ P aumentaron con el déficit de agua

La adicion de N tendio a incrementar la resistencia de los estomas en la superfi-
cie adaxigl de las hojas y a disminwirla en lo superficie abaxial. Asi mismo, la fertili-
zacion con N disminuyo el potencial hidrico de la hoja y el contenido de humedad
relativo en las plintulas bajo deficiencia de agua.

P ECK*

Introduction

| he interaction between water utilization and
mineral nutrition has been studied by various
researchers, often with different results it has
been observed, for instance, that increasing transpira-
tion also increases mineral absorption (10). It has also
been suggested {14) that plants that have very low
transpiration also have low photosynthesis and slow
growth rate. Arnon (2) however, has cautioned
against the notion that one cannot reduce transpira-
tion without adversely affecting plant growth. All
these workers tend to agree that there is a correlation
between water use, nutrient uptake, and growth.

Radin and Parker (20) found that nitrogen
deficient cotton plants (Gossypiwm hirsutum L.y had
greater drought resistance than nitrogen-supplied
plants Their results did not support those of Holt

i Received lor publication on May 5, 1983

* Rutgers University, Cook College, New Brunswick, New
Tersey 08903, USA. The present address of the senior
author, to whom reprint requests should be sent, is
Department of Botany, University of Dar es Salaam P. O
Box 35060, Dax es Salaam, Tanzania.

and Fisher (12) who reported that high levels of
N hetped Bermuda prass {Cynodon dactylon) to avoid
waler stress, partly by having deep roots It has been
shown that N-fertilization could be of great advan-
tage in coffec seedlings (Coffea arabica L) grown
under water stress conditions (23) and that the
absorption of nitrogen fertilizer is not affected
adversely by water stress until the soil moisture is
less than 50% field capacity (24).

In the present work the absorption of nitrogen,
potassium, phosphorus and magnesium by sweel
corn seedlings was studied in relation to different
levels of fertilizer nitrogen and water siress condi-
tions. In addition the stomatal resistance, the leafl
water potential and the relative water content of
the seedlings were studied.

Materials and methods
Seedling growth:
Seeds were grown in acid-washed sand in pots
in the greenhouse. Each pot contained 1.5 kg of air-
dry sand Irrigation using tap water on alternate days

was continued for 26 days. At this stage the seedlings
had four leaves. Three levels of N were then applied

Turrislba Vol, 34, No. 2, 1984, pp. 215-220
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as: Ny = 56 ppm, Ny =140 ppm and N3 = 252 ppm
The other essential nutrients were added in the
following amounts: K= 4 mM, P = lmM, Ca =2 mM,
Mg =2 mM, S =4 mM, FeS0, - 7TH,0 =5 98 mg/l,
HyBO4 = 0572 mg/l, MnCly - 4H,0 = 0901 mp/i,
Zn80, - TH, 0 = 0440 mg/l, CuSO, + 5H,0 =
00393 me/l, and NasMoeOy - 2H,0 = 0 252 mg/l
Rundomized complete block design was used, with
euch treatment replicated 3 times Six sets of this
kind were carried out simultaneously Plant heights
at this stage were found to be 49 £ 0.7 ecm.

The nutrients were applied an alternate days at a
rate of 100 ml kg™ of air-dry sand, and continued
for 20 days By this time the scedlings were at the
8- 9 . leal'stuge One set of plants was harvested for
dry weight determination The remaining sets  of
plants were thoroughly irrigated with four volumes
of -5 bar polyethylene glycol 6 000 (PEG) in order
to bring the osmotic potential to a relatively fow
vitlue, and then the plants were feft without further
irrigation One set of plants was left as a control and
continued to receive normal irrigation with Ny, N,
Nj on alternate days

At 2.-days intervals stomatal diffusive resistance
and plant tissue analysis for N, P, K, and Mg were
meusured on individual sets as water siress developed.
After 8 days of stress, the final set was used for leafl
water potential

Leaf water potential

The leaf water potential was measured on either
the third or fourth leaf (counting from top) using
the pressure chamber method Measurements were
normally taken between 1 400 hours and | 500 hours
in order to limit the influence on water stress due to
diurnal variations commonly observed in corn and
other plants {1)

Relative water content (RWC)

The RWC was always measured around | 500
hours Small leal segments were cut {rom the middle
portion of the 3ed leaf, immediately its area was
measured and fresh weight (FW) taken. The segments
were then floated on distilled water in covered Petri
dishes arranged on z well illuminated table for at
least 5 hours They were then removed, wiped dry
with solt tissue paper and weighed to obtain their
saturated weight (SW) Then they were dried in
an oven at 80°C and weighed again to obtain the
dry weight (DW). The RWC was then calculate using
the following formula (4)

% RWC "—“Mx 100

(SW - DW)

Stomatal diffusive resistance

Resistance to water vapour diffusion (stomatal
diffusive resistance) was measured with a Li-Cor
Autoporometer (Lambda Instruments Corporation,
Lincoln, Nebraska} This was measured both on the
upper (adaxial) and the lower (abaxial) and the lower
{abaxial} sides of the leaf The total leaf resistances
were then calculated from the parallel resistances of
the two sides. Measurements were always taken
between | 400 houes and 1 500 hours, the time
when the temperature and light conditions are as-
sumed to be maximum and the water potential
minimun {20)

Results

The data in Figure 1 show the effects of N on leaf
stomatal resistance measured before water stress was
imposed . Here, high-N significantly (P = 0035) in-
creased stomatal resistance on the adaxial (upper)
leaf surface but it lowered the resistance on the
abaxial {lower) side somewhat. The overall resistance
was found to be higher at high-N than at the other
two levels,

Water stress lowered both the leaf water potential
{Figure 2) and the relative water content (Figure 3},
It can be seen that the water stressed plants and the
controls were affected differently by N in the
control plants the lowest water potential was record-
ed in medium N while water stressed plants had the
towest values in high-N plants, The data for leaf
water potential and RWC do not seem to suggest
that the two are closely related. For example,
medium - N planis in the control (without water
stress) had relatively low leaf water potential (Figure
2} but had relatively high RWC (Figure 3).

Absorption of nutrients

At Z-days intervals as water stress developed, plant
material was harvested for tissue analysis, All the
aboveground portions of the plants were used (in
subsequent sections this will be referred to simply
as “plant™)

Phosphiorus (P}, petassiom (K) and magnesium
{Mg) were determined as detailed by Steckel and
Flannery (22) and the tota! nitrogen was determined
by Kjeldahl’s method as described by Bremner (5).
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Fig. 1. Leaf stomatal resistance (Res) as affected by N
fertilization Measurements were iaken for both
the abaxial and the adaxial surfaces Vertical line
indicates the LSD at P= 005

The data in Tables 1, 2, 3 and 4 compare the
values of tissue nutrients (N, P, K, Mg respectively)
when expressed as % dry weight and when expressed
as total amounts per plant [t can be seen (Table 1)
that N fertilization increased N accumulation in plant
tissuee, both when expressed as % dry weight and when
expressed as mg/plant  Water stress in this case
reduced N accumulation in the plants in all the 3
levels of N zpplied. However, whereas wafer stress
reduced tissue N as % dry weight, it increased the
total N in the plant. This might be accounted for in
terms of “dilution™ caused by better growth where
there was no water stress. The same trend was
observed in the case of K {Table 33, but not for P
(Table 2). The data for Mg (Table 4) show that water
stress significantly increased tissue content both in
terms of % dry weight and as total Mg per plant.

Discussion

The relationship between the major plant nutrients
and water economy in plants has been studied for a
long time (3), usually with varied results and/or

CONTROL

-14 |-
STRESSED

H 1
Ny No Ny
N LEVEL

Fig 2. The leal water potential as allected by N fertiliza-
tion  Vertical lines indicate the standard errors
{S£) ol the means

interpretations. Brown {0}, for instance, reported that
N incressed the water use efficiency of dryland wlicat
by an averuge of 569 , Other resulls {15), however.
sugpested that N fertilization accentustes the effects
of dry summers. The variabilities reported might
be attributed to such factors as the plant species (or
evenr cultivars) used, the parameters measured, the
age of the plants, and the actual amounts of the
nutrients applicd

The results presented in Figure 1 show that the
teal diffusive resistance was not the same for the
abaxigl and the adaxial leul surfaces Whereas high
N plants had high resistance on the adaxial surface
they had a slightly reduced resistance on the abaxial
surface This belsviour could be of advantage in
conserving water since it is known that high stomatal
diffusive resistance reduces transpiration much more
than it reduce €0, transler (8, 18) Low water
potential in plants is generafly considered a sign of

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 215-220
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Fig 3 The relative water content (RWC) as alfected by
N tertilization and by water stress The vertical
lines indicate the standard errors {SE) of the
means).

Table 1, Lffects of N and water stress on fissue N as
percentage (%% ) dry weight, and as mg plant—'.

Table 2. Effects of N and water stress on tissue P as percent-
age (%) dry weight, and as mg plant—".

Treatment P P
%) {mg plant~)

No Water Stress

N, 0.35 + 009 6682130
N, 0.39: 0 14 1000 £ 0.21
N,, 032:0.17 1093 £ 4.31

6 days of water

Treatment N N
(% ) (mg plant—)
No Water Stress
N, 154 +051 692+139
N, 4312073 144 B+ 321 8B
N, 479006 1251 243 1
6 days of water 6 davs ol waler
stress
N, 197017 889z 11
N, 2822017 126 G+ 95
N, 383 +0 1t 1940103
LSD 05 for N{%) =09

LSD ()5 tor ¥ (mg plant=!) = 38 46

stross
N, 3322002 10112052
N, 030+ 005 907219
N, 629+003 14 86 + 1 96
15D 05 for P (96} means = 0 23
LSD 03 for P {(mg plant~' ) means = 5 45

Table 3. Effects of N and water stress on tissue K as
percentage (%) dry weight and as mg plant~'.

K

Treatment K
3] (mg plant—*)

No water stress

N, 62 053 12330+ 3244
N, 567126 148.78 = 18 34
N, 572+4078 14513 £ 34.32
& days of water

stress

N, 440+ 034 19913 + 2.8t
N, 440+ 034 19676 = 21 23
N 4129+ 000 21707 690

3

LSD 45 for K (%) means = 1 2

LSD 5 for K {mg plant=*) means = 10 27.

drovght tolerance This is, at least partly, due to the
increased ability of low water potential plants to
absorb water from low solute potential media (13}
This was found to be the case in sweet corn seedlings
{Figure 2},

in the experiments reported here (Table 1) it was
clearly shown that as N was increased in the growing
medium it also incressed in the plant tissue, provided
water supply remained the same. Similar results have
been reported (7, 17) At the same time, water stress
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significantly reduced tissue N (Table 1)and K (Table
3) and increased tissue Mg (Table 4), but it had
variable effects on P (Table 2) These results difier in
some respects from those reported by Richards and
Wadleigh, as cited by Jenne (i6). These authors
reported that some evidence existed showing that
decreasing soil moisture supply is associated with
an increase in N percentage, a decrease in K percent-
age and @ variable effect upon P. This descrepancy
might be attributed to the differences in plant species
used.

The data in Table 3 also shows that although water
stress significantly reduced K uptake, N did not have
any significant effect on K uptake. This is in contrast
to the results reported by other workers (9) that
high N may bring about K deficiency in some fruit
plants. 1t has been suggested that the low levels of
K, Ca, Mg often observed in high-N plants could be
attributed to prowth dilution However, Palaniyandi
and Smith (19) found that applied N did not depress
leaf K concentration in snap beans although the vine
weight more than doubled Smith (21) found that
applied N increased Mg concentration in snap beans
and that K applications resulied in a reduction in the
concentration of both Ca and Mg These resuits were
not confirmed in the present work (see Table 4). Here
it was shown that water stress increased the percent-
age Mg in the tissue, but applie¢ N did not increase
tissue Mg significantly,

The total amounts of the nutrients {mp - plant™)
as affected by N and by water stress were also
interesting. It can be seen (Table 1) that although
water stress reduced % N in the tissue, the absolute

Tabie 4, Effects of N and water stress on tissue Mg as
perceniage (%5) dry weight and as mg plant—*,

Treatment Mg Mg
(%) (mg plant™')

No water stress

N, 06 008 1.04 £ 0 97
N, .06 + 003 173 +0.70
N, 0.03 003 0950099
6 days of water

stress

N, 020+ 006 896 233
N, 0.25 004 1147+3 15
N, 0.19 001 944 ¢ 036

LSD ¢ for Mg (%) means =010,

LSD 05 for Mg {mg plant—' ) means = 7 53

armmount per plant actually increased. This shows
that dilution due to growth must be taken into
account, The same picture was observed for K
{Table 3} but not for P Mg increased about four
fold with water stress when expressed at %  dry
weight, but it increased almost ten fold when express-
ed as total content per plant This again shows the
effect ol growth dilution Gates {11) working on
tomato plants reported that N decrease in water
stressed plants both when expressed as mg plant™
and as % dry weight, but the relative decreases were
different. Herc again species variability may account
for the differences

Swamary

The absorption of N, P, K and Mg by potted sweet
corn seedlings was studied  at different levels of
applied fertilizer N and in relation to water stress
Stomafal resistance, leal water potential and the
relative waler content were also studied

When expressed as percentage dry weight the
amounts of N, P, and K significantly decreased as
water siress increased However, tissue Mg (%)
significantly increased with increasing water stress.
On the other hand, when expressed as mg -« plant ™,
all the minerat nutrients analysed except P increased
with increasing water stress

Nitrogen tended to increase the stomatal resistance
on the adaxiai surfzces of the leaves while i
decreased the resistance slightly on the abaxial leal
surfaces At the same time nitrogen fertilization
decreased the leal water potential and the relative
water content of waler-stressed seediings
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ESTUDIO DE LA ANTRACNOSIS EN GUANABANA (dAnnona muricate 1.). 1 EFECTO

EN LA MORFOLOGIA DE LAS HOJAS!/

I SUBIROS™
LM FLORES®
L VARGAS**

Leaves of Annona muricate L. (soursop) were inoculated with g suspension of
Colletotrichum glocosporioides Penz. conidia under greenhouse conditions. Smnples
were taken at different time intervals and prepared for light and electron microscopy
abservation. Most of the spore germination occurred between 24 and 36 hours after
inocularion. Penetration through stomata was not observed. Appressoria started to
develop infective hypha 24 hours later, without penetration of the cytoplasm. After
60 hours, the palisade and spongy parenchyma were damaged Four or five days later,
the cell walls in contact with appressoria and mycelia were destroyed At the end of
fifty days, the leaves were completely damgged It is suggested that the fungus
degrades the cuticle and the epidermal cell walls enzimatically.,

Introduecion

nnona muricata L. (Annonaceae) en un cultivo
3 pantropicat. El fruto es rico en vitaminas y mi-
4 &% nerales v se utiliza en la elaboracidn de helados,
jugos, concentrados aromdticos, gelatina, confites,
sorbetes y siropes (6, &, 10, 17, 19, 25). Las semillas
pueden emplearse como suplemento en la alimenta-
cién de vacunos y también en la industria del jabdn

(6).

Con frecuencia Colletotrichum gloeosporioides
(Deuteromycetidae), afecta la planta y produce la an-
tracnosis; que ocasiona dafios muy severos en fallos,
hojas, flores y frutos (2, 4, 23, 24). En Costa Rica la
enfermedad es severa en zonas de aita precipitacion
{23). Pequefias manchas de color verde claro son los
sintomas iniciales; éstas se agrandan con alta hume-
dad relativa y forman grandes lesiones que se expan-
den hasta gue toda la hoja es afectada y finalmente

! Recibido para publicacion ¢l 9 de marzo de 1984
Este trabajo es parte de la tesis presentada por el autor
principat a la Escuela de Fitoteenis de la Universidad de
Costa Rica, como requisito parcial para optar el grado de
Licenciado en Ingenieria Agrondmica

*  Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

** [eocueln de Fitotecnia, Universidad de Costa Rica.

defolia  Fl patogeno se disemina de la ldmina foliar a
los peciolos y luego alcanza los tallas jovenes, provo-
cando la muerte descendente de las ramas (2, 3, 4.
16,23,25,27)

El presente irabajo describe las alteraciones morfo-
logicas que produce el hongo en las hojas de guandba-
na

Materiales y métodos

En esta investigacion se utilizaron plantas de gua-
ndbana (Annona muricate) de 25 a 30 em de altura,
que crecieron en condiciones de invernadero. Se ino-
culd las hojas jovenes con  un asa, en forma localiza-
da y con el cuidado de no provocar heridas Para eflo,
se empled una suspensidn de conidios de C gloeaspo-
ricides aislados de lesiones foliares en plantas infecta-
das y cultivados ert ur medio nutritivo de papa dex-
trosa y agar en platos de Petri

Los conidios de 15 dizs de edad fueron removidos
con agua destifada y concentrados por centrifugacion
En el lugar de aplicacion de las esporas se coloco una
cobertura de algodon y papel de filtro humedecido
con agua destilada; se sostuvieron con piezas de papel
pldstico y se selld los bordes con cinta adhesiva para
favorecer la germinacion de las esporas El ensaye se
realizé durante los meses de agosto, setiembre y oclu-
hre de 1982

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 221-228
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Se colectaron muestras de hojas joévenes inoculadas
y secciones sanas cada ocho horas hasta completar 24
horas; cada 12 horas hasta completar 48 horas y cada
24 horas hasta completar cinco, siete, nueve y cin-
cuenta dius

Los materiales para microscopia de luz fueron {i-
jados en FAA (15} y/o gluteraldehido (16). Luego se
favaren con agua destilada, se deshidrataron por me-
dio de unz serie de alcohol butilico terciart (14) y se
infittrazon en parafina Se practicaron cortes transver-
sales. longitudinales y paradermales de 10 um de gro-
sor Se tifid las seccciones utilizando la técnica de
Sharman (32}

Los materiales para microscopia de barrido fueron
fijndos en gluteraldehido al 4% en buffer de fosfatos
a pH 70 Luego se lavaron con una sofucion buffer,
se deshidrataron por medio de una serie ascendente
de alcohol y acetato de amilo Las muestras se seca-
ron en bases de aluminio, se cubrieron con oro y se
examinaron al microscopio electronico de barride

Resuliados
Descripeién morfologica de las hojas sanas

Las hojas son alternas, simples, enteras, exestipula-
das y dorsiventrales. La epidermis abaxial y adaxial es
uniseriada. Las cétulas epidérmicas son rectangulares
en la superficie abaxial y mds cortas y redondeadas en
la superficie adaxial En ambos casos son uninuclea-
das y de bordes sinuosos (Figura 1}, El grosor apro-
ximado de ln ldmina foliar es de 0.15 mm aunque en
fa zona de la vena media alcanza hasta 0.33 mm. La
cuticula tiene un grosor similar en ambas superficies
En estadios tempranos fa superficie foliar es muy co-
rrugada, esta caracteristica desaparece cuando la hoja
se desarroila por completo.

En el haz y el envés hay idioblastos de tipo secre-
tor, de forma redondeads, asociados a las células epi-
dérmicas La hoja es hipoestomdtica Los estomas son
de tipo paracitico (rubidceo) v alrededor de éstos se
observan esirias bastante profundas (Figura 2).

L.a Hmina foliur posee tricomas solitarios v bicelu-
lares: a veces, éstos son multicelulares y de base com-
puesta Son numerosos en la superficie abaxial, cerca
de 1o vena media {Figura 2} El extreme distal de los
tricomas, presenta actmulo de sustancias fendlicas
En forma esporddica se observan esclereidas en el me-
sofilo

e

i

Fig 1 Seccién transversal de una hoja sana (196X}

ep: epidermis, me: mesofilo de empalizada. mes:
mesofilo esponjose

Germinacion de las esporas y efecte del hongo en las
hojas

A fas 16 horas de efectuada la inoculacidn, los co-
nidios comienzan & germinar, pero no es sino hasta 24
0 36 horas despuds que ocurre la mayor germinacion.,
l.os dltimos forman de inmediato el apresorio, o reco-
rren un trecho bastante largo sobre la superficie de fa
hoja antes de diferenciar dicha estructura. Este es pe-
riforme, estrecho en Iy base v ancho en el extremo
distal (Figuwras 3 v 5) La mayoria se forma entre las
16 y 48 horas. Algunas veces se producen divisiones
bifidas del tubo germinativo, en cada una de ellas se
origina un apresorio terminal La formacion de tubos
germinativos por varios puntos de un mismo conidio
se observo en algunos casos (Figura 3). En ningtin es-
tadio se vio penetrar el hongo por via estomdtica,
aun cuando el tube germinativo pasara sobre el ostio-
lo

Los apresorios se desarrollan intercelularmente e
intracelularmente
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Fig. 2. Superficie abaxial de la hojs sana, observada al mi-
croscopia electrénico de barrido. t tricoms, vm:
vena media, ep: epidermis, ¢: estoma.

A las 24 horas de efectuada la inoculacion, alpunos
apresorios desarrolian hifas infectivas que penetran la
pared epidérmica. A fas 36 horas, se forman pequefios
puntos circulares de una coloracidn pardo oscura,
apenas percepiibles a simple vista, distribuidos en di-
ferentes puntos de lz zona incculada Doce horas mis
tarde, algunos haces vasculares se oscurecen, pero no
hay evidencia de que sea a causa de la actividad del
hongo.

La mayoria de los apresorios no desarrolizn hifas
infectivas que penetren las células, y son, en aparien-
cia, estructuras latentes En las célulzs donde se locali-
zan apresorios con hifas infectivas se produce un au-
mento de fa densidad del citoplasma; ademads, algunos
agregados se ubican debajo de ia estructura sin produ-
cir distorcion celular.

A las 48 horas de inoculada la hoja, existe una gran
cantidad de micelio en la superficie foliar y hay alte-
racidén cuticular. En apariencia, e hongo efectuia una
accidn enzimdtica tendiente a disolverla

Fig. 3. Germinacion de los conidios 24 horas después de
realizada fa inoculacion. Nétese in Tormacidn de
varios tubos germinativos a partir de ua conidio v la
formacion temprana de apresorios
ap: apresorio, ep: epidermis, tg! tubo germinativo

Sesenta horas después de la inocutacidn, ademis de
observarse los sintomas de los estadios anleriores, se
identificaron pequefas dreas oscuras en la epidermis,
inconspicuas lesiones esporidicas y reproduccion su-
perficial de conidios En estas ditimas lesiones la epi-
dermis se necrosu, las paredes anticlinales se distorcio-
nan, forman pliegues y el contenido celular se torna
mids denso, adquiriendo una tonalidad oscura El ¢a-
mafio del adclec gumenta en algunos casos El meso-
filo de empalizada también se necrosa y las células
pueden sufrjr hipertrofia Parte del mesolifo esponjo-
s0 es también afectado (Figura 4). Internamente no
se distingue micelio

Conforme avanza k accién det hongo sobre fa cu.
ticuls, ésta muestra indicios de disolucion. También
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Fig 4 Corte transversal de ka hoja. Obsérvese el daiio cau-
sado por el hongo, 60 horas despuéy de haber sido
inoculadas (672X).
ep: epidermis, dp: doblamicntos de pared, n: nieleo,
me: mesofilo de empalizads, mes: mesofilo esponjo-
50.

se forman lesiones alaigadas gue llegan a alcanzar una
fongitud que oscila entre 0.8 vy 1 .5 mm y lesiones cir-
cufares de un diimetro de .35 mm que zdquieren en
el centro una coloracidn negruzea y un halo pardo ro-
jizo

Bel tercero al noveno dig, las lesiones adquieren
un tamafio ligeramente mayor y se hacen mas conspi-
cuas. La epidermis se comprime mucho v la ldmina
foliar sufre una reduccidn en el grosor. Las céliulas del
mesofilo esponioso y de empalizada se contraen bas-
tante. Cuando el haz vascular coincide con el drea de
la lesion, se distorciona y esclerotiza; el floema se os-
curece y es frecuente la formacion de tilides en el xi-
lema Lla actividad enzimdtica de los apresorios y del
mismo micelio se hace muy notoria ya que provoca
fa ruptura de las paredes celulares epidérmicas en los
puntos de contacto (Figuras 5,6y 73,

lig 5 Apresorios en la cara abaxial, cuatro dias despuds
de reabizada la inoculacion. re: rompimientos de ep
dermis, e:estoma, mi: micelio, ap: apresorio

A los 50 dias, las células epidérmicas sufren un co-
lapso total y las paredes periclinales establecen con-
tacto con las contiguas; algunas porciones se rompen.
El mesofilo de empalizada también se necrosa y co-
lapsa; en aparienciz, los cloroplastos se desintegran.
El mesofile esponjoso casi desaparece (Figura 8). Los
haces vasculares son muy afectados, el floema se oscu-
rece y oblitera. Los elementos de los vases, a menudeo,
se obstruyen por la formacidn de tilides, La presencia
de micelio es comtn en el interior de la imina En la
superficie externa se desarrotlaron acérvulos adaxial y
abaxizlmente en forma esporddica. Estos poseen un
estroma con conididioros libres, no ramificados, que
originan una gran cantidad de conidios.

Discusion

La superlicie epidérmica irregular y la cuticula del-
gada de fas hojas jovenes padriz tener algtn efecto en
la acumulacion de conidios y agua en las depresiones
y formarse un microclima especial. El tiempo que tar-
daron los conidios en germinar en las hojas de guand-
bana, coincide bastante con ¢l observado en otros cul-
tivos (9, 20, 26, 30). Después de |z germinacion, algu-
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Fig. 6. Apresorio y micelio, ejerciendo una accion enzinuiti-
ca sobre la epidermis cinco dins despuds de realizada
la inocuiacion
ep: epidermis, ap: apresorio. re; rempimionto de
epidermis

nos tubos germinativos desarrollaron inmedistamente
el apresorio. Por el contrario, en otros. se extendio
bastante lejos del punto de origen Se supone que esto
se debid a factores de competencia. ya que la inocula-
cion se realizé con ung alta concentracion de esporas
También pudieron influir factores ambientales

Durante los diferentes periodos de incculacion. no
liubo evidencia de que las hifas infectivas de los apre-
sorios penetraran al citoplasma . Esto sugiere que los
apresorios son estructuras latentes del hongo y que
solo bajo ciertas condiciones apropiadas podrian in-
ducir fa penetracion de {a hifa infectiva: por ejemplo,
ciertas concentraciones de etileno (9. 12, 29, 34). de-
terminado grado de humedad v otros factores Tans
bién indica este fendmeno, que ¢l principal mecanis-
mo de penctracion no es por este medio, si no por
otro, que serd discutido niis adelante

El hongo inicia la actividad en Ia epidermis. v éste
es el primer tejido alectado Al cuarte dsa de inocu-
lacién, los resultados mostraron, que en apariencia, el
hongo ejerce una accidn enzimdtica sobre ese tejido:

g 7. Ampliacion de una scecion de la tigura anterior
ept epidermis, re: rompimicntos epidérmicos. ap:
apresorio

esty gecion va dirigida. en principio. hacia la disolu-
cidn de cutieuda. [n los estudos avanzados de inocula-
Cion, esta accion lue muy conspicua. Bl micelio v los
mismos apresorios gjercen un etecto directo sobre la
epidermis: provocan la disolecion de la cuticula y la
lisis de la pured como pudoe observarse en las ligu-
ras respectivas Lsto hace pensar que el efecto princi-
pal de C gloeosporioides es de cardcter enzimitico
Al respecta. existe una considerable evidencia de gue
las células del hospedante y/o s cutycula puede ser
degradadas por enzimas durante el inicio de la pene-
tracion (7. 12, 22,28, 31) Lsta accién quimica pro-
voca fa desintegracion de la pared v facitita ¢l ingreso
det micelio al interior del drgano

En muchos casos. fas céulas donde se localizan los
apresorios, aumentan fos agregados citoplasmadticos
Generaimente se considera este proceso comw el reco-
nocimiento mutuo inicial entre lus células v ef patdge-
no {5). £sto puede ser ung respuesta de Ia oélula z la
penetracidn del hongo o secrecion por parte del apre-
sorio de algunas sustancias. En casos aislados. parecio
que la plasmdlisis de las oélulas epidérmicas guardaba
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Fig 8 Seccion transversal de boja completamente daitada,
30 dius despuds de haber sido inoculada (672X)
e epidermis, adaxial, me: mesotilo de empalizada,
mes: mesofito esponjaso.

relacidn con la posible absorcion de contenidos cito-
plasmiiticos por parte de las hifas infectivas. Una vez
realizacda o lisis cuticuler v la desintegracion de la pa-
red epidérmica. el micelio puede penetrar a fos teildos
internos de la hoja. ya que muchos apsesorios se for-
man en lp pared eatie las céluas contiguas o sobre
ellas. La lormacion intercelular de esas estructuras su-
giere una respuesta tdctil det tubo germinativo, el
cual, al hacer contacto con os bordes sinuosos de las
célulus epidérmicas. induciria fa diferencigcion de los
apresorios en ¢sos puntos. Este proceso ha side obser-
vado en otros hongos {35)

En las observaciones hechas, se pude notar que la
antidad v velocidad de desarrolio de las lesiones, {ue
mayor en la cara adaxial, Este hongo muestra prefe-
rencia por el xilema y la penetracion por superficie
adaxial le permite alcanzar rdpido este tejido La su-
perficie adaxial tiene una cuticuls similar a la abaxiat
Por lo tanto. en este caso concreto, el grosor cuticular
no parcce ser una bairera al ingreso del patdgeno

La cuticula de las plantas se considera la primera
linez de defensa que se opone al ingreso de patdgenos

y se astme que el grosor o composicidn quimica pue-
de inhibir infecciones fungosas mediante reduccion en
I germinacion de esporas o penetracion hifal (1)
Martin y Juniper (21) establecen que los dcidos grasos
no saturades que forman parte de las ceras cuticulares
foliares conslituyen la primera barrera estructural que
dificults ¢l acceso del hongo a las células. Sin embar-
go, son cada dia mds los casos en tos que no se obser-
va relecion entre el grosor o composicion cuticular
con el ingreso de hongos a les tejidos Jarosz er al
{13) puntualizan gue el grosor de la cuticula puede
variar bajo condiciones de menor intensidad de luzy
temperaturs o de mayor humedad

El efecto mds notorie es la aleccion del tejido vas-
cudar, en especial, det xilema: éste se necrosa y obs-
truye por la formacion de tilides. El micelio puede
desplazarse, sin dilicaltad paor traza foliar y ilegar has-
ta el cilindro central También puede penetrar por las
cicatrices foliaves. La infeccion foliar también reduce
i lotosintesis yva que los mesofilos son bastante afec-
tades. Ista reduccion estaria relacionads con la mag-
nitud de los dafios producidos, ya gue si éstos son
grandes, hay caida de las hojas

Ln prucbas prefuminares al presente trabajo, se pro-
vacaron pequefias lesiones sobre Ja superticie epidér-
mica de las hojas Se comprobd gue el hongo se desa-
srolla mds ficil y rdpide que en las pruebas de inocu-
lacion realizadas. Es importante entonces considerar
que el patdgene ademds de penetrar en forma directa,
puede hacerlo mediante heridas causadas por diferen-
tes insectos tales como dfidos y membracidos (11, 33)
y otros agentes como el viento y el roce mecdnico de
fas hojas

Resumen

Se inocularen hojus de Annona nuwricata 1. (gua-
mibana} con una suspension de conidios de Colletotri-
chuni gloeosporioides Penz bajo condiciones de in-
vernadero. Se colectaron muestras a diferentes intes:-
valos de tiempo y se prepararon para ser ohservadas al
microscopio de juz y microscopio electronico de ba-
rido

La germinacion de las esporas ocursid en su mayo-
riz entre las 24 vy 36 horas posteriores a la inocula-
cion No se notd penetracion por via estomdtica. A
las 24 horas, los apresorios comenzaion a desarroliar
hifas infectivas sin que llegaran a penetrar al citoplas-
ma. §ranscurridas 60 horas el mesofilo de empalizada
y el esponjoso sulren bastznte dafio Entre el cuarto y
quinto dia se nota claramente un deteriore de la pa-
red en los puntos de contacto entre fa epidermis v los
apresorjos ¥ el micelic A los 50 dias, la hoja queda
dafizda, por completo. en el punto de la lesion.
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la cuticula y luego la pared epidérmica cle thickness in FPhlox and resistence lo
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ACAO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO NOS TEORES DE PROTEINA

E AMINOACIDOS EM SOJA (Glvcine max cv. Davis)!

F R C CASTRO*
O [ CROCOMO**

This research dealt with the effects of {2-clilovoetiiyl) trimethylmmonium
chloride (CCC) ar a concenrration of 2 000 ppm, succinic acid-2, 2-<dimetlylhidrazide
(SADH) 4 000 ppm, gibberellic acid (GA) 100 ppm, and indolviacetic acid (144 ] 100
ppm applied to soybean (Glycine max) plants, under greenhiouse conditions, on the
profein and aminoacid level of the seeds. Growth regulators were spraved on leaves
21 days old and the seeds were harvested 118 davs after planting. Protein levels were
estimated determining total nitrogen by the micro-Kjeldei! method nudtiplied by
6.25. Aminoacids were determined in the auromatic aminoacid analyvser Beckman
120C A completely randomized design was used and the differences were analyzed
by Tukev’s test ar 5% level of probability. Sprayving with CCC increased protein levels
in seeds The growth regudators did not promote changes in amincacid levely in

“Davis” soybean seeds.

Introdugio

lteragBes nos niveis de profeyna e aminodcidos
nas sementes de plantas tratadas com regulado-
& o res de crescimento poderfo vir a mostrarem-se
desejadas em cultivos alimentares. Howell (8) obser-
vou que o nitrogénio total na planta de soja aproxi-
madamente triplica durante o desenvelvimento das
sementes A porcentagem de proterna varia de acordo
com a cultivar e as diferengas ambientais Conside-
ram-se sementes com baixe teor de proteina as que
possuerm 32 a 33% . sendo que aquelas com alto teor
mostram 47 a 48% de proteina O fator comumente
aceito para a conversio de nitrogénio em proteina na
semente de soja é de 6 25 Foram encontrados na pro-
teina de soja 18 aminodcidos, contendo cerca de
95% de nitrogénio protéico. Tracos de outros ani-
nodcidos encontram-se provavelmente presenies O
dcido glutdmico é o aminodcido majs abundante, pos-
suindo cerca de 19% do nitrogénio protéico. Acido
aspdrtico e leucina respondem cada um por cerca de

1 Recebido para publicacde 15 de decembro de 1981,

* Professor de Fisiologia Vepetad da E 5.A “Luiz de Quei-
roe” — USP, Cx. Postal 9, 13 400 - Piracicaba (SP), Bra-
sit.

** Professor de Bioguimica de Plantas da ES.A. “Luiz de
Queiroz” e CENA-USE, 13 400 — Piracicaba {SP), Brasil.

8% e argining por 7% . Metionina ¢ o aminodcido
mais suscetivel de apresentar-se deficiente quando a
soja € utilizada na alimentagio. Al'berter af (1) reali-
zando determinagBes bioquimicas em sementes de 18
cultivares de soja desenvolvendo-se sob diferentes
condicBes de solo e clima, notaram que o conteado
de proteinas, lipideos, aminoidcidos ¢ a composigio
dos dcidos graxos dos liprdeos, dependem mais das ca-
racteristicas biolopicas da cultivar do que das condi-
¢Bes ambientais Com o aumento do teor de proteina
nas sementes os teores de lisina ¢ metionina tendema
decrescer. Com o aumento do conteudo de oleo nas
sernentes, o conteudo de dcide oleico aumenta e dos
dcidos linoteico e linoiénico decrescem

Athayde {2) constatou aumento na guantidade de
nitrato nos peciclos de plantas de algodoeire tratadas
com doses crescentes de cloreto (2-cloroetil} (rimeti-
lamdnio (CCC): sendo que a porcentagem de nitrogé-
nio total na semente nfo mostrou variagdes significa-
tivas Humphries (10} observou que o N fotal e o N
protéico estavam em malores quantidades nas folbas
primidrias em desenvelvimento Quando as piantas de
feijoeiro eram tratadas com CCC. atrasavam o tempo
de decréscimo dos teores de N nas follas. Em plan-
tas tratadas com CCC o N deve mover-se mais lenta-
mente das {olhas primdrias. sendo que as folhas de
plantas decapitadas tém mais N porque nfo possuem
dpice como regifo de utilizagio Variagdes na pro-
terna foliar foram comrelacionadas com alteracfes na
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clorofiiz durante © desenvolvimento da plania Beiry
e Smith {3} notaram que altas concentragties de CCC
inibem a sintese de clorofila e proierna em segmentos
foliares de cevada Bouniols e @l (4) realizaram pul-
verizagiio foliar com 200 & 500 1 de dcido suc-
cinico-2,2 «dimetilhidrazida (SADH)hae 1,252 5 1
de CCC/ha em soja "Amsoy’ no estidio de 4 folhase
5 dias mais tarde Verificaram que CCC melhorou a
qualidade da proteina das sementes, principalmente
nas parcelas sem irrigaciio Castio e Gutierrez (3) no-
taram aumento de 2.4 para 3.0% nos teores de ami-
nodcides livres em folhas de algodoeiro cujas semen-
tes foram imersas por 22 horas em solugio de CCC
2000 ppm. Acido indoiilacético {IAA) 100 ppm de-
crescett os niveis de aminodcidos livies de 2.4 para
1 9% peso da matéria seca

Gowda (7) verificou que o teor de proteina nas se-
menies de sojz mostrou-se mais elevade nas plantas
tratadas con SADH 3 000 ppm Souza eral (11)efe-
tuaram quatte aplicagBes [oliares, em intervalos de
wma semana. com solucdes 0, 25, 50 ¢ 75 ppm de dci-
do giberélico (GA ) em plantss de soja. Na colhejta ob-
servaramn que a aplicacfo do regulador de crescimen-
to 50 dias apds o plantio pede afetar a producio de
sementes O teor de éleo mostrou-se mais eievade
com a aplicagiio de GA 40 dias ap6s o plantio. O ni-
vel de protefna ndo fol alterade com a aplicacio de
GA Howell er al (9) verificaram reducfio no niimero
de plantas germinadas por dres e na produgio de soja,
utilizando-se aplicacio de 2 ou 8 g de giberelato de
potdssio por 0035 m® de sementes Enquanto as
planias tratadas mostraram-se mais altas no estidio
inicizl, na maturidade as plantas controle revelaram-se
geima de 125 om mais altas do que as plantas trata-
das A época de maturagdo e o teor de dleo e de pro-
teina nio foram alterados significativamente pelo tra-
tamento com o regulador de crescinento

Procurou-se no presente traballio determinar as
possiveis alicragBes nos teores de proteina e ami-
nodcidos nas sementes de plantas de soja tratadas com
alguns reguladores de crescimento

Materiais e métodos

Injciou-se o experimento em 20 de novembro de
1977, efetuando-se o semeadurz da soja ‘Davis’ direta-
mente em vasos de cerdmica contendo 12 litros de te-
rra. Realizaranyse os tratos culturais normais para a
soja. Aplicaram-se os reguladores de crescithento en
14/12/77, auavés de pulverizaclo foliar; sendo que
nesta ocusifio as plantas apresentavam 4 {olhas defini-
tivas. Além do contiole aplicou-se clorete (2-cloroe-
tily trimetilamonio (CCCY 2000 ppm, dcido suceini-
co-2.2-dimetilhidrazida (SADH) 4 000 ppm, dcido gi-
berélico (GA) 100 ppm e dcido indolilacético (IAA)
100 ppm

0 delineamento experimental utilizado foi inteira-
mente casualizado com 6 repeticBes, tendo-se manti-
do uma planta por vaso e por repeticio Procedeu-se a
comparagio de médias pelo teste de Tukey, caleulan-
do-se a diferenca minima significativa ao nivel de
5% de probabilidade Para determinagfio dos teores
de proteina e aminoidcidos, utilizaram-se as sementes
colhidas em 17/03/78. O teor de proteina foi estabe-
lecido através da determinagiio da porcentagem de ni-
trogénio total e sua multiplicagio pelo fator de 6.25,
de acordo com Howell {8) A digestdo para determi-
naciio do pitrogénio foi realizada com dcido sulfurico,
sendo que o extrato foi destilado pelo método micro-
Kjeldahl Os resultados obtidos referem-se 4 média
dos valores de duas amostras. Os aminodcidos foram
determinados no Analisador Automdtico de Aminod-
cidos Beckman modelo 120C, apds hidrolise deida da
faricha em HC1 6N por 22 horas, segundo Spackman
eral {12).

Resultados e discussio

Nio se observaram diferencas significativas nos
teores de lisina, histidina, arginina, dcido aspdrtico,
treoning, serina, dcido glutdnico, prolina, glicina, ala-
nina, casting, valina. iscleucina, leucina, tirosina e fe-
nilalaning nas sementes da planta de soja sob agfio de
reguladores de crescimento {Quadro 2)

Verificou-s¢ pela andlise quimica de proteina nas
sementes de soja, determinada em 17/03/78, que a
aplicacdo de reguladores de crescimento efetuada em
14/12/77 causou variacOes significativas neste com-
posto. Observando-se as diferencas entre as médias ve-
rificou-se teores mais elevados de proteina nas semen-
tes das plantas de soja tratadas com CCC (Quadro |)
Humphries (10) verificou que # aplicagio de CCC zu-
menta o teor de nitrogénio nas fothas pelo fato deste
nuiriente mostrar-se menos exigido nas regides de
crescimento da planta. Athayde (2) também notou
que 0 CCC aumentou o teor de nitrato nos peciolos
de algodoeire, mas este aumento ndo se revelou sufi-
ciente para promover variaciio no mivel de nitrogénio
nus semesntes de algodio . Tal resuitado pode estar re-
lacionade com o {ato de altas concentrag@es de CCC
poderem atuar diretamente na inibicdo da sintese de
proteina em vez de afetar a producio da GA enddge-
no, segundo Beery e Smith (3) Bouniols et a/. (4) ob-
servaram que o CCC melhorou a gualidade da protei-
na das sementes de soia. O teor de proteina nas se-
mentes de sojs mostrou-se mais elevado nas plantas
tratadas con SADH, segundo Gowda (7). O teor de
proteina nio foi alterade significativamente pela apli-
cacio de GA em soja de acordo com Howell er al (9)
¢ Souza ef ¢l (11). Howell {8) considerou que semen-
tes de soja com baixe teor de proteina possuem 32 a
33% | sendo gque aquelas com alto teor mostram 47
a 48% de proteina. Deste modo pode-se considerar
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que a soja ‘Davis’ possui um nivel médio de proteina,
pois & média do controle mostrou-se acima do limite
de 33% , além de ser considerada uma cultivar com
40% de proterna na semente segundo Gones (6),

Observando-se as diferencas entre as médias, no-
tou-se que as plantas tratadas com CCC apresentaram
teor signilicativamente mais elevado de proteinz nas
sementes em relagdo dquelas tratadas com SADH, ao
controle e IAA (Quadro 1)

Quadro 1.Médias dos teores de proteinas em porcentagem
nas sementes da planta de soja sob efeito de regu-
ladores de crescimento. Valores correspondentes
a0s testes F ¢ Tukey (5%) e ao coeficiente de va-
risgdo. Médias de 6 repetiches. Piracicaba, 1977/

78.
Tratamento Proteina (%)
Controle 3310
cce 36 85
SADH 3303
GA 34.21
IAA 3326
IF (trat) 4 33%%
DMS. (5%) 321
CVv (%) 5 54

#%  Significativo ac nivel de 1% de probabilidade

Aplicacio de reguladores de crescimento nio alte-
rou os feores de lisina, histiding, arginina, dcido aspdr-
tico, treonina, serina, dcido glutimico. proling, glici-
na, atanina, cistina, valing, isoleucina. leucing, tirosi-
na e fenilalanina, nas sementes de soja de acordo com
as andlises realizadas{Quadro 2) Athayde (2) também
observou que o CCC nio alterou os niveis de ami-
nodcidos nas sementes de algodoeiro. Howell (8) veri-
ficou que o dcido glutdmico revelou-se o aminodcido
mais abundante em soja. o que estd de acordo com o
resuitado obtide no presente trabatho. A metionina
mostrou-se ac ntvel de tracos no presente ensuio, sen-
do gue Howell {8) considerou este aminodcido o mais
suscetivel de apresentar-se defliciente em uma dieta
alimentar com soje Al'bert er al. (1) observaram que
com o sumento no teor de proteimn nas sementes. 0§
teores de lisina e metionina tendem a decrescer No
presente ensaie verificou-se aumento no nivel de pro-
teina nas sementes das plantas tratadas com CCC mas
o teor de lisina ndo apresentou decréscimo significati-
vo em relagfo ao controle no tratamento com CCC
A metionina, ocorrendo ao nivel de (ragds, nfo per-
mitiv a verificagio de alteracSes em seus niveis com
os diferentes tratamentos. Castro e Gutierrez (5) ob-
servaram que aplicago de CCC zumentou o conled-
do de aminodcidos livres totais nas folhas de algodoei-
Q.

Conclustes

O desenvolvimento do presente trabalho permi-
tiu chegar-se s seguintes conclusdes:

Quadro 2. Médias dos teores de aminodeidos (AA) em g/100 g de proteina nas sementes da planta de soja sob efeito de reguladores de
crescimento. Valores correspondentes aos testes F e Tukey (5% ) e 20 coeficiente de variacio (%). Médias de 6 repetices.

Piracicaba, 1977/78.

Tratamentos
Aminoicido Controfe cce SADH GA IAA F C.V.
Lis 567 565 571 608 562 IR 718
His 231 233 202 143 228 1.41™ 13 84
Arg 6.90 6 94 713 7.36 683 g8 803
Asp. 13 .35 12.77 1319 13.55 1358 9350 8.52
The 3 86 3153 398 388 369 1o1™ 839
Ser 473 467 4.70 452 434 047" 12.60
Giu 22 4} 21 98 2243 23 28 21 92 0 53" 8 20
Pro. 464 4.46 453 4 88 458 1 61™ 663
Gli. 539 5.3f 528 555 527 051 750
Ala 510 503 494 5126 495 0.53™ 860
Cis 971 069 073 079 072 0 491 1779
Vai 555 572 558 563 5.56 g 18"t 753
Ie. 560 536 537 552 5.38 p28™ 9 20
Leu 867 B 34 B 26 .81 8,08 2.16™ 595
Tir 368 358 3151 3.57 3174 0 547 863
Phe. 538 542 535 5.18 540 026" 9 88

ns  Nao significativo pelo teste Tukey ae nivel de 5% de probabilidade
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1 Tratamento com cloreto {2-cloroetil) trime-
tilamonio auments o teor de proteina nas sementes
de soja

2 A soja ‘Pavis’ mostra 33.2% de proteing nas
sementes.

3 Os teores de aminodcidos nas sementes ndo
sio afetados pelos reguladores de crescimento.

4 0O dcido glutimico é o aminodcido mais abun-
dante nas sementes de soja.

Resumo

Este trabalho estuda o efeito da aplicaciio de clore-
to {2-cloroetil) trimetilamdnio (CCC) 2000 ppm,
dcido succinice-2 2-dimetilkidrazida (SADH) 4 000
ppm, dcido giberélico (GA)Y 100 ppm e dcido indoli-
lacético {IAA) 100 ppm no teor de proteina e nos ni-
veis de aminodcidos da semente de sojz ‘Davis’ Os re-
guladores de crescimento foram aplicados 24 dias
apds a semeadura, através de pulverizaciio {oliar. A
colheita das sementes [oi realizads 118 dias apds a
semeadury, sendo que o teor de proteina foi estabele-
cido através da determinaciic da porcentagem de ni-
trogénio total pelo método micro-Kjeldahl e multipli-
cacfio pelo fator 6.25; 0os amincdcidos foram determi-
nados ne analisador automdtico Beckman mod. 120C.
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado e
procedeuse a comparacio de médias pelo teste Tukey
(5% ) Plantas tratadas com CCC mostraram teor mais
elevado de proteina nas sementes em relagdo zo con-
trole. Os teores de aminodcidos nas sementes ndo fo-
ram afetazdos pelos reguladores de crescimento.
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_PRESENCIA DEL VIRUS DEL MOSAICO DEL MAIZ EN EL ESTADO DE TABASCO, MEXICO!__

M oA ROCHA-PENAY
T MONREAL*
N BECERRA*

P RUIZ®

An outbreak of maize mosaic virus (MMV) ocurred in corn fields ar Naecajuca,
Tabasco in Mexico on March of 1981 Disease incidence was about 70% | and vield
of ifnfected plants was severely reduced. Virus identification was based on host
symptoms, particle morphology, reactivity of infected planr sap with a MM V-gnti-
serum in Ouchiterfony double diffusion tests, and wvansmission by field collected
Peregrinus maidis planthoppers. The disease was also recorded in com fields of other
locations of Tubasco, such as Cardenas, Huimangiillo and Emiliano Zapata, but at

reryt lenv incidences.

Introduccién

| virus del mossico del majz {maize mosaic
& virus) (MMV) es un patdgeno importante que
afecta al cultivo del maiz (Zez mays L) en diversas
zonas tropicales del mundo (3} &n el Continente
Americano, el virus ha sido descrito en Venczuela
(6, 7). Pert {9). Suriname. Puerto Rico y Cuba (5);
en donde comunmente se conoce con el nombre
de “virus del enanismo rayado™ (6. 7) En México,
el moszico del maiz ha sido consignado hasta ahora
como una enfermedad esporddica en los Estados de
Campeche. Chiapas. Tabasco, Yucatdn y Quintana
Roo (1) En marzo de 1981. en el municipio de
Nacajuca. Tabasco, aparccié una enfermedad consi-
dcracl}l como nueve en la region: lus plantas afecta-
das mostraban un  enanismo  severo  scompahiado
por unas rayas amarillas a lo largo de las nervaduras

1 Recibido para publicaciés ¢l 4 de octubre de 1983
Aprobade para su publicacidn por el Direcior General del
Colegio Superior de Agriculturs Tropical Los autores
agradecen a la Dra. EHzapeth Cdrdenas en las observacio-
nes al microscopio electronico

*  Colegio Superior de Agricultura Tropical Departamento
de {itopatofogia. Apartado Postal 24 Cirdenas, Tabasco,
B6500 México. Domicilio  actual del Primer autor,
Dircccion General de Sanidad Vegetal, SA R H, Carlos
Salazar No 2506 Pte, Monterrey, Nuevo Leon,

64000 México.

Lu enfermedad aleanzd grados de incidencia hasta
un 70% . en un total de 20 hectdreas sembradas con
o variedad de maz denominada “criollo brasilefio™.
cuys praduccién fue severmuente afectads

Bl virus det mosaico del maiz. se ha refacionade
como una probuble causa de la desaparicion de lu
civilizacion Maya del Sureste de México y lu region
Norte de Guatemala, debido supuestamente a la apa-
ricion subita del virus en los campos de marz v a fa
aparente susceplibifidad de los genotipos criolios
que tos Mayas sohun sembray (1)

El presente trabajo informa de o ocurrencia de
una epifitia en el bstado de Tabasco causada por un
virus identificado como virus del mosaico def maoiz

Materiales v métodos
Transmisién por insectos

Ere el campo donde se presento fa enfermedad.
se encontraron abundantes poblaciones del sulta-
hojas Peregrinus maidis Ashm. (identilicado por ¢l
Biol Antonio Marin Jariilo. del Laboratorio de Taxo-
nemia de insectos. Instittto Nacional de investiga-
ciones  Agnicolas. México) colonizando las plantas
de maiz Se capturaron individuos presentes en aque-
Has que mostraban los sintomas de la enlermedad v
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fueron trardos al laborstorio para efectuar ensuyos
de transmision  Se hicieren 10 grupos de isectos
y se confinaron mediante juulas y por sepurado en
10 plintulus de muiz sanas Como planta prucha
seutilizo o variedsd  eriollo papaloapan™ vy las
inoculaciones  se cfectuaron cuando  las plantas
ostubun en el estadio de 1 & 2 hojus Cinco dias
despuds del conlinamicnto con los insectos, las
plantas  inoculadas  se asperjaron con un insecti-
cida sistenuitico y se mantuvicron cn ¢l inverna-
dero por espacio de 2 meses para la observacion
de sintomas

Microscopia electronica

Para observar la presencia de particulas virales
en muestras de tejido enfermo se utilizd la téenica
de tincion pegativa Pequefas porcienes de hojas
de maiz infectadas se contrastaron con dcido fosfo-
tngstico 2% pl 7.0 sc aplicaron sobre rejitlus de
mictoscopia clectronica previnmente cubiertas con
formvar ¥ se examinaron en un microscopio Cul
Zeize EM 9 5.2 a4 9400 y 23700 aumentos La
misma metedologia se efectuo utilizando como tes-
tigo hojas de maiz sunas

Serologia

Se efectuaron prucbas seroldgicas en doble difu-
sions en agar, reaccionando en varias cembinaciones
savio de plantus enfermas v savia de plantas sanas
con los antisueros correspondientes a los virus det
maosaico del maiz y del rayado fine (VRE ) geatil-
menle proporcivnados por el Dr Ramoén Lastrs
(Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificus)
y por el Dr Rodrigo Gimez (Universidad de Costa
Ricu ) respectivamente

Resultados

P los ensayos de trunsmision con insectos. entre
10 y 15 dias después del confinamiento, en 4 de las
{0 plantas incculudus  aparecieron unos puntitos
pequefios v rayas finas amariflas a lo lurgo de las
pervaduras Posteriormente. las rayas s tornaron
mis gruesas, se extendieron en toda ki hoja y final
mente las plantas muricron kI examen de las mues-
tras enfermas readizado en el microscopio electrdnico,
revelo la presencia de particulas bacitiformes con
un lamafo alrededor de 245 x 50 nm  En las prue-
bas seroldgicas en doble difusion. se formeron bandas
de precipitacion entre Ia suvia de plantas enfermas y
ef antisuere correspondiente al virus del mosaice del
matz {Figura 1) Con la savia de plantas sanas y con
el antisuero del virus del rayado fino no ocurrio
ningan tipe de reaccion

Vig 1. Reaccion sereldgica en doble difusion en agar entre
savia de mafz con el astisuero del virus del mosaico
del maiz (maize mosaic viras), | — Savia de plantas
sanas: 20 - Savia de plantas enfermas; As. — Antisue-
ro del MMV

Discusion

Los resuftados obtenidos en cuanio a morfologia
y Lamano de fas particulas virales, reaccion serologica
positiva con el antisuero del MMV, as: como la trans-
mision medianie Peregrinus maidiy, indican al virus
del mosuico del maiz como el agente causal de lz epi-
fitin aparecida on el municipio de Nacajuca. Tabasco
i.os sintomas mostrados por las plantas enfermas. ya
sea en el campo o en las inoculadus experimental-
mente con iasectos. tienen un patron muy Semejaw
te # los sintomas severps ocasionados por el virus del
rayado fine, el cugl también ests presente en el Esta-
do de Tabusce (11} Sin embargo. este ditimo por lo
general produce siniomas menos severos ¥ en ocu-
stones poco conspicuos en los materiales del tipo
criollo (2. 11). Lua dilerencia fundamental raclica
en que las particulas del VRE son polihédricas y
su  transmision se efectia mediante los saltahojas
Dalbulus maidis Dell & W v Dalbulus elimatus
Ball entre otros (2. 8. 11). pero no por Peregrinus
maidis {2 10} El virus de Iz hoja blanca del maiz
{(maize stripe virus) reportade en Venezuela (3, 6.
13), Pert (9} y recientemente en el vecine Estado de
Florida en bstados Unidos (3). también es trans-
mitido por P omaidis (3. 6. 13). pero su etiologia
al parecer estd relacionada con unz nucleoproteina
filamentosa (4) y ademis. produce una sintomatolo-
gia diferente en plantas de maw (3.6, 13}

Bl sitio donde se presentd la epifitia causada por
¢l virus del mosaico del maiz, comprende ung super-
ficie restringida de 20 hectdreus divididas mediante un
sisterna de camellones de 200 x 20 metros, rodeados
por el agua de una Jaguna (12) En ese lugar se obser-
varon abundantes poblaciones de Peregrinus maidis
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colonizando Jas plantas de maiz, en compafina de una
gran cantidad de hormigas Peratreching sp  (Hyme-
noptera: Formicidae) {ldentificadas por el Dr A P
Bhatkar def Colegio Superior de Agricultura Tropical,
México), tus cuales al parecer cuidaban a los indivi-
duos de P maidis [n otras pluntaciones de maiz en
los municipios de Cidrdenas, Huimanguillo y Emiliano
Zapata. se han registrado sintomas de “enanismo ra-
yado™ pero con incidencias inferiores al 0 01% (M
A Rocha, observaciones personales, 1981)

Debido al peligro potencial que representa esta
enfermedad para la prodidceion de maiz en el Estado
de Tabasco y para olras dreas tropicales de México,
actualmenie se estudia la susceptibilidad #l virus en
diversos genotipos de maiz, asi como el papel de las
hormigas sobre las poblaciones de Peregrinus naidis

Resumen

En diversas plantaciones de masz sembradas en el
municipio de Nacajuca, Tabasco. México. en marzo
de 1981 aparecid una epifitin causada por el virus
del mosaico del maiz (maize mosaic virus) (MMV)
La incidencia de la enfermedad alcanzd cerca del
70% de plantas infectadas, las cuales mostraron una
escase produccion de grano  La identificacion del
virus se basd en sintomas de plantas enfermas, morfo-
fogia y tamafo de las particulas virales, reaccidn
seroldgica positiva entre savia de plantas infectadas
y un aniisuero preparado para et MMV iy por I trans-
mision de la enfermedad por ssltahojas Peregrinus
maidis colectados en el campo Los sintomas de la
enfermedad se registraron en olros vampos de marz
en los municipios de Cdrdenas, Huimanguillo y bmi-
liano Zapata, pero con incidencias sumamente bajas
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Notas y comentarios

US-—AID Suppoerts Study of Honduras Pine in the
Caribbean

Large reforestation efforts are being undertaken
with exofic forest plantation tree species in the Carib-
bean ragion. Often, specific site requirements for best
growth are not known for the individual species
planted. Excessive foxtailing. crooked stems, poor
form, and dieback are general indicators of “off site”
plantings. Such observations are now quite extensive
for the widely planted species, Pinus caribaea var
hondurensis, known locally as Honduras or Caribbean
pine. However, there has traditionally been little tech-
aical information exchange for over 30 years between
Caribbean countries where this pine has been planted

In early 1983 a major step towards resolving this
problem was the awarding of a § 150 0G0 research
grant from US—AID to study growth and site
refationships of Caribbean pine in Jamaica, Surinam,
Trinidad, and Venezuela Methodologies were devel-
oped in Puerfo Rico by Leon H. Liegel. He and
counterparts in all four cooperator countries will
undertake four major grant objectives over a 3-year

period ending December 1985: 1) collect, analyze,
and synthesize existing but ronpublished data on
Caribbean pine, ) identify and complete various
forestry training activities for local technical or
scientific staff of cooperator institutions, 3) conduct
new field research to refine soilfsite interpretations
for Caribbean pine, and 4) publish and disseminate
results from synthesis and new field research activ-
ities

The grant [osters integrated forest development in
all cooperator countries It will develop comprehen-
sive site interpretations for Caribbean pine that have
regionzl as well as world-wide significance. Data
synthesis, training, and cooperative research efforts
will provide quantitative data that can be used by
managers, foresters, ecologists, and economists for
rational decision making.

To make interpretations and analyses as complete
as possible, Liegel is soliciting information from
others in the Caribbean region and elsewhere. Of
particular interest are unpublished data on Caribbean
pine growth and yield as related to local soiis or other
environmental variables and seed production, foxtail-
ing, and wind damage in plantations of known age
and seed source,

Write: | H Liegel, USDA Forest Service, P. O
Bex AQ, Rio Piedras, Puerto Rico 00928,
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Resumen

Se presentan los resultados de una caracterizacion parcial del virus del mosaico
severo del caupr fcowpea severe mosaic virus) identificado en el Estado de Tabasco,
Meéxico Bl virus (CSMV - Tabasco] infecto 14 genotipos de caupt, incluyendo 6 varie-
dades cultivadas en Tabasco, las cuales reaccionaron produciendo lesiones locales en
las hojas noculadas, seguidas por un mosaico sistémico. los genatipos Macaibo y PI-
186465 se comportaron como fmmunes al virus. Qfros hospedaites susceptibles fue-
ron. Canavalia ensiformis, Glycine max. Lupinus albus. Phaseolus lunatus. P ovalgaris,
Vigna radiata, Chenopodium quinos. Nicotizna benthamiana. Norastica. N labacum p
Vinca rosea Se encontd un punto térmico de inactivacion entre 64 y 65°C; un punto
mdximo de dilucion entre 1075 v 1070 v un envejecimiento i vitre de 1 dias a
22:24°C En nuestras de virus purificadas se observaron mumerosas particulas poli-
Iédricas de alrededor de 25 nnt de didmetro. En pruebas seroldgicas en doble difusion
en agar, se encontrd que el CSMV - Tabasco estd estrechamente relacionado con el
CSMV - Arkansas v con otros aisiamientos del virus de Puerto Rico, EI Salvador v
Venezuela, sin embargo, se distinguee de algunos de cflos por la formacion de espolones

en fas bandas de precipitacion

Introduction

owpea severe mosaic vires (CSMV) (5) is an
imporiznt  beetle-transmitted  pathogen  of
cowpeu ( Vigna unguicwlata (L} Walp ) through-
out warm temperate  und {ropical zones of the
American continent, where it has long been known
(4) CSMV has been rccorded in the United States
{21). El Salvador (7). Costa Rica {10. 243 Venezuely

i Received for publication in May 3, 1983,
This research was partially supported by Conscjo Na-
cional de Ciencia y Tecnologis, México; contract
PCAFBNA-(01285. The authors are grateful to Rodrige
A. Valverde for technical assistance, and thank A Disz,
i R. Lastra and N G, Vakili for providing isolstes of
CSMV from El Salvader, Venezuels and Puerto Rico.
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Superior de Agricuitura Tropical and the Director of

the Arkansas Apricultural Experiment Station Apartado
Posial 24 Cardenas, Tabasco 86500, Mexico.

#%  Department of Plant Pathology, Virolopy and Bio-
control Loboratory University ol Arkansas [avetle-
ville, Arkansas 72701, USA

(G}, Suriname (12}, Brazil (143 Cuba (1), Puerto
Rico (19). Trinidad {4), and likely it is present in
other Latin American countries Field incidence of
CSMV may reach 100% of infected plants (4. 10 14,
24 and severe infections can result in a S0-90%reduc-
tion in the yield (o, 14, 25) At present. CSMV s
vonlined to North, Central and South America and
associated fands in the western hemisphere (5. 9)
Cowpes (yvellow) mosuic virus (CPMV) refers 1o
another  comovirus  occurting primarily in Alrica
(8. 9) In 1979, in the Tabusco stule in Mexico.
CSMV  was dsolated  and  identificd  from  (ield
collected  cowpea  plants showing  foliar  mosaic
and distortion symptoms (17)  Identification was
based on sap invculation, beetle transmission and
by reaction with a CSMVantiserum from Brazil
Phis paper reports additional data on the Tabusco
isolate of USMV. as well as s serological relation-
ship to the CSMV-Arkansas and to other isolutes of
the virus from severad Latin American countries

Materials and methods

Host reactions: Sixtcen cowpea and seven bean
genotypes. as well s other legumes snd non-legumes,

Turriniba Vol, 34, No. 2, 1984, pp. 237.242
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were tested in the greenhouse for their reaction to the
virus The plants were mechanically inoculated with
sap of infected cowpea and observed 2.3 weeks {or
symptoms. The presence of the virus was determined
by the Quchterlony gel diffusion test {18) and by
inocelation to healthy cowpea plants

Physical properties: Thermal inactivation point,
difution end point and longevity in vitre {at 22-
24°(C). were determined in sap of infected Monarch
cowped plants, 8-10 days alter inoculation, according
to the suggested procedures for legume viruses (2)
Canavalia ensiformis DC was used as a test plant

Purification: The virus was purified using 1 modifi-
cation of the Steere’s chloroform-butanol method
(22} Infccted tissue of Monarch cowpen. 8-10 days
after inoculation. was homogenized in a Waring
blender with 5 ml of 01 M phosphate bufller,
pH 72 containing 01 M ascorbic acid, and 10 ml
of the chloroform und n-butanol mixture (1:1) per
gram of tissue The resulting extract was held over-
right at room temperatuse and centrifuged at 5000 g
for 10 min to remove cellular debris. The supernutant
was subjected to three alternate high {80 000 g for
90 min the first and 60 min the second and third) and
two low (5 000 g for 10 min) speed centrifugations.
The high speed pellets were resuspended in 001 M
phosphate bufler pH 7 2

Electron microscopy: Purified preparations of the
virus were mixed with an cqual volume of 2% phos-
photungstic acid, pH 57 and applied to formvar
couted arids The virus was observed in a JOEL JTEM-
100 X electron microscope at 33 000 and 66 000
magilicalions

Serology: Antiscrum to the virus was developed in
rubbits, by <4 subcutlancous infections at weekly
intervals  with an emulsion of purified virus and
Freund's incomplete adyuvant The animals were bled
about 2 months after the lust infection. by nicking
the marginal car vein The antiserum was recovered,
mixed with an equal volume ol glycerol and kept
in o freezer The CSMV isolutes from Tabasco,
Arkansas, Puerto Rico. El Salvador and Venezuels,
cach in sep from infected Monarch cowpea, were
reacled i various vombinations with antisera for
both CSMV  Tabasco and CSMV-Arkansas. using the
Ouchterlony gel diffusion test for determining their
relationship

Results
Host reactions: The resulis ol host rgactions age

summarized in Table 1 Fourteen cowpea genotypes
were suseeptible to the virus gnd most reacted with

the production of chlorotic local lesions on the
inoctelated primary leaves, followed by the develop-
ment of a severe mossic, with distortion and
blistering on the trifoliate leaves. The accessions
Macaibo and PI-186465 remained symptontless under
our test conditions und no infection was detected in
repeated attempts by serology or back inoculation.

All the besn cultivars tested were susceptible te
the virus and reacted with the production of either
necrotic or chlorotic local lesions on the inoculated
primary leaves The Top Crop bean showed no
gystemic symptoms, but the infection was detected
an the trifoliate leaves.

Table 1. Reaction of plant species following mechanical
inoculation with the Tabasco isolate of cowpea
severe mosaie virus®,

Species Sympto
inocuiated produced
L.egumes
Canarvalia ensifornis 1 C. LEn

Glycine max (L) Merr
Lee 8

Lupinues albus L S

Phaseolus lunatus L

Henderson Lle, 8
Phaseolus vulgaris L.
Black Turtle LLn
Bountiful L.Le
Kentucky Woader Lin
Pinto Eln
Pinto 3 Linc
Top Crop Lin
Viva Pink 1LLla
Vigna radiate (1.} Wilczek 1Le, S
Vigna unguiculara {1.) Walp.
Blackeye LLe, 8
Chinese Red Llc, 8§
Crimson Lie, 8
Criolo “carita” Lig, 8
Crioile “castiila™ Lle, 8
Crioflo “castilla punto cafe” Flc, S
Crioilo “negro™ 5
Criollo “pucuy”™ Lie, N, 8
Criollo “sin tiempo™ 1le, 8
Georgiz 21 1le, S
Maucaibo -
Maonarch LLc, 8
PI 186465 -
PR-Black Li¢, S
P1 2934566 Lle, S
PE293514 Lic, 8§

Cont. pag. 239
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Table 1. Continuation . . .

Species Symptoms
inoculated produced

icia faba L.
Bush Fava ~

Non Legumes
Clienopodium quinoa Willd LEc

Crecumis sativis ..
Model -

Crcurbita pepo L
Smali Sugar

Nicotiana benthamiane Domin Lle, S
Nicotinna rustica 1 LLie
Nicatigna tabacum L

Vinca rosea L. S

a  Virus was transmitted mechanically by rubbing infected
sap on carborundum-dusted leaves with u cheese-cloth
pad

b Indicates no reaction observed; Elc = chlorotic local
lesions; LLar = necrotic local lesions; S = systemic reaction
as & scvere mosaic or mild mottie; N = necrosis and
collapse of the epycotil

¢ Systemic infection was detected by back inoculation to
healthy cowpea plants

Fhe other hosts susceptible to the virus were! soy-
bean (Glycine max (1) Merr, “Lee™ ). juck bean
(Cangralia ensiformis DC ), white tupine (Lupinus
albus L}, lima bean (Phaseofus fantus L “Hender-
son™), mung bean (Vigna radigra (L) Wilczek).
Chenopodium guinoa Willd . Nicorigna benthamiana
Domin , NMicoriana rustica L . Nicotiana rabacum .
and Vinca rosez L. No symptoms were observed and
no infection was detected on broad bean (Vicia fuba
L. “Bush Fava™), cucumber (Cuctomis sativus L
“Maodel™) and squash {(Cucurbita pepo L ~Small
Sugar™)

Physical properties: The i1 vitro properties of the
virus were as follows: thermal inactivation, infection
at 60°C, but none at 65°C. dilution, infection at
1075, but none at 107 longevity i vitro, infection
at 11 days, but none at |2 days

Electron microscopy: The electron microscopic
observations of purified preparations of the virus
showed polyhedral particles of about 23 m in
digmeter {(Figure 1)

olge

Fig 1 Llectron micrograph of @ purified preparation of
CSMV-Tabasco, stained with 2% phosphotungstic
acid, pH 5 7

Serology: The antiserum prepared to the virus had
a titer of 1:512 in gel double-diffusion tests No reac-
tion was detectable with healthy cowpes sap. ihe
better resctions were obtained when the antiserum
was diluted at 1:16 and 1:32 Resulis of the serologi-
cal tests are shown in Figure 2. Al the CSMV
isolates produced strong lines of precipitation with
both CSMV antisera. indicating a close seralogical
affinity among them When using CSMV-Tabasco
antiserum, its homologous antigen formed spurs with
the isolates of Puerto Rico and Venezuels. but not
with those of Arkansas and £l Salvador (Figure 2a)
When the CSMV-Arkansas  antiserum  was  used.
however. its homologous antigen formed spurs with
all the isolates tested. including that ol Tabasco
(Figure 2b) Additionally. some heterologous isolates
formed spurs with one another using both antisera

lig. 2. Apar double-diffusion tests showing reactions of
CSMV-Taubasco and CSMV-Arkansas with other
CSMV isolates. Center wells contain antiserum to:
I- CSMV-Tabasco: 2- CSMV-Arkansas. Peripleral
wells contain sap of cowpea plants infected with
CSMV isolates from: T- Tebasco: A- Arkansas: PR-
Puerto Rico: 8- Bl Salvador: V- Venezuels

Turrintba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 237-242
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Discussion

[he results reported hiere confirmed the presence
of the cowpea severe mosaic virus in the State of
Tabasco in Mexico. The host reactions, as well as the
physical properties of this isolate (CSMV-Tabasco),
are similar to those reported by other investigators
for various CSMV isolates from different countries
(4. 6. 1319, 21) Slight differences, however, were
noted In host reactions, for example. the CSMV.-
Tabasco was found to infect Top Crop bean and
Vinca rosea, whereas the Arkansas isolate of the virus
failed to infect these hosts (21) The isolates of
(SMV  from Trinidad (4) Cuba (13} and Puerto
Rico {19) did not infect Nicotiana tabacim, which,
although no symptoms were observed after inocula-
tion with CSMV-Tabasco, the virus was recovered by
back inoculation to healthy cowpea plants

Of the sixteen vowpes genotypes tested, only the
cultivar Macaibe from Brazil und the line PI-186465
from Nigeria were immune to (SMV.Tabasco Both
genotypes have been reported as resistant to several
CSMV isolates from diverse geographical origing (8,
14, M1 Lin, personal communication); therefore,
they could be a uselul source of resistance in cowpea
breeding programs against CSMV  The six cowpea
cultivars grown in Tabasco state {Carita, Castilla,
Castilla Punto Cafe. Negro, Pucuy. and Sin Tiempo)
were susceptible to the virus

Nicotigna benthamigna, N rustica and Lupinus
albus, three plant species previously not tested as
hosts of CSMV (3.4, 6,13, 19, 21). were susceptible
to CSMV-Tabasco

Fhere were also some dilferences in physical
properties of (SMV-Tabasco te those reported for
other CSMV isolates (4 6. 13,19, 21); but such small
differences often depend on the source. assay hosts.
and experimental vonditions (5). and are probably
not significant

The Quchteriony gel diffusion tests showed that
CSMV-Tabusco is closely related. but not identical
serologically. to CSMV-Arkansas and to other CSMV
isolates tested from Puerto Rico. kI Salvador and
Venezuela When (SMV-Tabasco antiserum was used,
no serciogical difference were found between the
Tabusco isolate und those of Arkansas and E Salva-
do: However. when using CSMV-Arkansas antiserun,
Arkansas and Tabasco isolates appeared to be dif-
ferent serologicaily, as shown by a fine spur beyond
the point of coalescence of the precipitation huands
between the two isolates (Figures 2a-b) These regce-
tions indicate that the Arkuansas isolate contains addi-
tionzl antigenic determinants not present in the

Tabasco isolate  MHomologous antisera for isojates
from Puerte Rico, El Salvador and Venezuela were
not available for comparason

Spur formation between CSMV isolates with dif-
ferent peographical origins has been noted {9}
Fourteen isolates of CSMV cotlected in central Brazil
were separated by immunodoffusion into  two
serologically distinct groups, which also showed slight
differences in host range (16}

CSMV causes an important and widespread beetle-
transmitted disease of cowpea in many parts of
tropical America (4. 5. 6, 10, 12, 13, 14 19, 25)
Natural infections of this virus also occur in Phaseolus
vulgaris L. (1), soybeans (4, 24), winged bean {11},
pigeon pea (4), and several tropical leguminous
weeds, such as Macroptilium lathyroides (L) Urb.
{1, 43. Centrosema pubescens Benth | Calopogonium
mucuncides Desveux (15) and Vigne vexillate (L)
A. Rich {24}, which have been regarded as reservoirs
of the CSMV in the field (1, 8, 14. 15, 24} In
Tabasco state in Mexico, field incidence of CSMV
often reaches 50-95% (17) The symptoms shown by
most of the cowpea genotypes ufter inoculation with
CSMV.Tabasco indicate thal it is a severe isolate of
(SMV  Dilferences in aggressiveness among CSMV
isolates [rom diverse geographical origins have atready
been emphasized (8, 23). Studies on the epi-
demiology and importance of the CSMV-Tabasco are
in progress

Summary

Host reactions, physical properties and serclogy of
4 cowpea severe mosaic virus isolste from Tabasco,
Mexico {CSMV-Tabasco) are presented Fourteen
cowpea genotypes, inciuding six cultivars grown in
Tabasco, were susveptible to the virus and reacted
with the production of local lesions on the inoculated
primary leaves. followed by the development of a
severe mosaic on the trifoliate leaves; the cowpea
accessions Macaibo and P1-186465 were immune {0
(SMV.Tabasco infections Other hosts susceptible to
the virus were: Canavalia ensiformis, Glyeine max,
Lupinus albus, Phaseolus funatus, P vulgaris, Vigna
radiata, Chenopodium guinoa, Nicotiana benthamia-
na, Norustica, N webacim snd Vinea rosea Thermal
inuclivation was between 60 and 65°C: dilution,
between 1075 and 107°; longevity in vitro at 22
24°C, 11 days klectron microscopic observations
of puritied preparations showed polyhedral particles
of sbout 235 nm in diameter Agar double-diffusion
serology demonstrated that CSMV-Tabasco is closely
related, but not identical, to CSMV-Arkansas and
to other CSMV isolates from Puerto Rico, El Salvador
and Venezuels
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Resena de libros

HOBDGSON, 1 M Soil sampling and seil description
(reprinted). Oxford University Press, Great Britain
1982 241 p

El tomar muestras de suetos y describir el sitio y el
suelo de donde provienen, siempre ha sido un trabajo
de especialistas Desafortunadamente en nuesiras lati-
tudes los “especialistas”, en muchos casos, aprenden
por prueba v error y muchos otros foman muestras de
suelos sin conocer del asunto En este sentido podria
mencionarse gue en la literatura se encuentra mucha
contaminacion con informacién poco significativa por
su representabilidad

Hodgson presenta una obra simple y de fdcil mane-
jo: por su aporte fundamental consiste en proporcio-
nar un complemento, primeramente publicado en
1978, a los esfuerzos injciales del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos {Handbook 18) y
de la FAO (Guias para la descripcién de perfiles de
suelos}.

La presentacion del material es excalente e incluye
(i) una introduceién histdrica de este campo, {ii) un
capitulo sobre el equipo necesario para la preparacion
del sitio de muestreo y la ejecucion en este paso, (iii)
la escogencia y caracterizacidn del sitio, {(iv) la des-
cripeion del suelo, (v) las formas de anotar la infor-
macidn del sitic v del suelo, (vi) la manera de tomar

34 VALVERDE, R A, MORENG, R and GAMEZ,
R Incidence and some ecological aspects of
cowpes severe mosaic virus in two cropping
systems in Costa Rica. Turrialba 32:29-32.
1982

35 VALVERDE, R A MORENO. R, and GAMEZ,
R Yield reduction in cowpes ( Vigna ungui-
culata 1 Walp) infected with cowpea severe
mosaic virus in Costa Rica. Turrialba 32:89-
90 1982

muestras {disturbadas y sin disturbar) y (vii) un capi-
tulo comparaado los métodos empleados en diversas
partes del mundo, que ocupa la mitad del texto.

Tanto la presentzcidn como la claridad del conte-
nide del libro permiten a personas que se inician en la
ciencia del suelo estimar la necesidad de efectuar un
trabajo cuidadoso. Desde el puato de vista diddctico,
le ahorra al maestro el copilar y resumir un material
gue de por si es de dificil acceso. Hodpgson insiste en
que “no existe un sistema ideal para describir sitios y
suelos”, es mis, duda de que sea necesario un sistema
inico; pero fundamenta su Bbro en fa necesidad de un
lengugje internacional que facilite la comunicacidn
entre cientificos.

En términos generales el capitulo final, en el cual
se comiparan los sisternas empleados en paises y orga-
nizaciones seleccionadas, es el mds interesante por la
gran cantidad de informacién contenida. La compara-
cidn de sistemas de clases textuales incluida, represen-
ta un bello ejemplo del ingenio humano y una razdn
del porqué se debe tender hacia la uniformidad de eri-
terios

Como las otras monografias sobre cartografia de
suelos de Oxford University Press (ver Turrialba
33(4):405 1983), la presente es una contribucion va-
liosa para las personas que laboran en este campo del
saber

ALFREDO ALVARADO
FACULTAD DE AGRONOMIA
UNIVERSIDAD BE COSTA RICA



COMUNICACIONES

El rambutin (Nephelium lappacein); composicion
quimica del frato y su conservacion.

Summary. The chemicat composition of seed, flesh {aril}
and peel of rambutan {Nephelium lappaceum} is reported
for three different stages of maturity. Some morphological
charasteristics which differences it from Litchi chinensis are
pointed out The preservation of the peel-less fruit canned in
syrup is also reported

Ef rambutdn (Nephelium lappuaceun) es un frutal
originario del archipiélago malayo (6). El arilo, por-
cidn comestible ubicada entre la semilla v la ciscara
(6, 10Y, se caracteriza por un sabor dulee y delicado,
y por un color blanco transhicido muy similar al del
Litchi chinensis (de 2 misma familia Sapinddcea), con
el que es generalmente confundido a pesar de otras
caracteristicas morfoldgicas no similares Aunque no
se sabe de frutales de L. chinensis en Costa Rica, el
rambutdn es conocido como “mamon chino™ y goza
de gran aceptacion para consumo en fresco, siendo
considerado como fruta exdtica

Entre las Sapinddceas, el mds destacado es el L
clinensis muy popular en Hawaii (3), Africa del
Sur, Malasia y China, de donde se exporta enlztado
hacia mercados orientales de Estados Unidos de
Norteamérica (3). Mendoza (8) reporta el alimacena-
miento de rambutdn, indicando que la fruts es dafia-
da si se almacena a temperaiura menor de 7°C: de
acuerdo a Pantistico (10) el fruto puede ser alma-
cenado hasta por 2 5 semanas a 10°C y 90-95% H
R con una pérdida de peso mixima de 12%. Goto
(3), Milter vy Bazore (9) reporian la conservacion
de [irchi, congelado y enlatado en jarabe ligero
Almeyada (1) describe el fruto de rambutin y men-
ciona que el arilo es generalmente enlatado, solo o
con jugo de pifia, especificaciones para el producto
enlatado existen en Malasia {11)

Este trabajo reporta la composicion gquimica
del fruto y los resuitados de pruebas de conserva-
c¢ion endatando en jarabe de azdcar acidificado

Materiales y métodos

Los frutos fueron traddos de la zona sur (tropical
humeda}) de Costa Rica y analizados y enlatados den-
tro de las 24 horas posteriores a su recoleccidn, tres
diferentes grados de madurez fueron establecidos
£Omo sigue:

1 Fruta considerada como completamente madura
y apta para consumo en fresco {aproximadamente
G dias previos a la cosecha) y caracterizada por una
coforacion externa rojiza

14

Fruta con aproximadamente 15 dias previos a la
cosecha. carscterizada por una coloracion externa
amaritha bien definida

3 Fruta con aproximadamente 30 dias previos a la
cosecha, caracterizada por una coloracion externa
verde definida pero con el Iruto bien desarrollado

Para los andlisis quimicos se siguicron las recomen-
daciones de la AGAC (4), excepto para azlcares pary
los que se utilizd el método de Gaines {2)

Las pruebas de enlatado se realizaron siguiendo el
dingrama de la Figura 1, er latas 307 x 113,y el pro-
ducto lue unalizado ¢ los 22 y 270 dyas posteriores a
su procesamicnio

Resultados v discusién

Be acuerdo u lu investigacion bibliografica realiza-
da, se hace ver que el rambutdn, conocido como “ma-

Yurrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 243-246
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Fruto
{seleccionado)
Preparacion
Jarabe
{45°Bx/pH 3.0
Lavado
Pelado Calentamiento

v v

L.atas estériles ————gp Enlatado q——— Jarabe {92°C)

cierre  Deaereado

““““““““““““““ {10 /vapor
l atmasférico)
cierre
Tratamiento
térmico
{18', 18 psi)
Enfriado Enfriado
Almacenamiento Aimacenamiento

{Temp ambiente) {Temp. ambiente)

Fig 1 Sistema empleado pars la conservacion de rambutin
ea jarabe enlatado.

mon chino” no es un Litchi sp, como se cree popular-
mente. De acuerdo a Ledn (6), existe similitud entre
algunas caracteristicas de arilo, pere otras caracter(s-
ticas botdnicas (Cuadro 1) permiten diferenciar a
este de otras Sapinddceas

Cuadro 1. Alpunas caracteristicas sobresalientes de los frutos
de N lappacewm y L chinensis®.

N lappaceunt I chinensis

Origen  Archipidlago Sur de China
Malaye

Frato:

- piel  Gruesy, cubierta de tu- Detpada, cubicrta du tu-
bérculos conicos ssaves  bérculos planos {similur
{similar & cspinag) HIERM ) IS
Blanco, transtieido,  Blanco, transiticido,

— arile gzucarado; adherido o azuearado; ficil de se-
la semitia, difici de se-  parar de ls semitia
parar

| Lean (6) presenta une descripeion completa do ias carac-
teristicas botdnicas de estos dos frutalesy

Segin observaciones hechas, el fruto maduro em-
pieza a deteriorarse luego de 3-4 dias de almacena-
miento en condiciones ambientales (aproximadamen-
te 23°C, 80-85% H R)) adquiriendo un color café y
marcada pérdida de firmeza. Estos cambios son me-
nos pronunciados en frutos amarillos y verdes en los
cuales, luego de 4 dias, solo se observd perdida de
humedad superficial caracterizada por un arrugamien-
to de la cdscara; este fenémeno quizd sea causado por
el efecto de la haja humedad relativa (MR ) que existe
en San José comparada con 85-95% HR recomendada
por Pantdstico (10) Seglin este autor, la pérdida de
peso por unidad de drea superficial, es mayor en
{rutos jovenes en los que el mimero de tubérculos
conicos es mayor, lo que sumentaria el dres de expo-
sicidn.

Conforme avanza ef proceso de muaduracion, se
observa un aumento del arilo con relacién al fruto,
sin embargo el peso promedic observado en ef fruto
{Cuadro 2) es considerablemente menor que el repor-
tado por Pantdstico (10) La variacidén en composi-
cidén quimica de diferentes partes del fruto y su rela-
cion, se muestra en los Cuadros 2 al 5 Los cambios

Cuadro 2. Relaciones en peso enire los componentes del

fruto',
Estado de Peso Cantidad relativa (%) de
madurez fruto (g) . .
piel puipa semilla
Rojo 2100 44 34 44 83 10.83
Amarillo 1830 44 B0 40.69 14 51
Verde - 4722 3712 1566

I Datos obtenidos de 40 y 45 frutos, en dos ocasianes, res-
pectivamente

Cuadro 3. Composicion quimica en base hilmeda de la pul-
pa (arilo} de rambutdn (N leppacewn), para tres
estados de madurez.

Estado de madurez

Compenente

% Verde Amarillo Rajo
Solidos totalcs 13 95 1475 1710
Proteina 040 075 060
Ceniza 040 035 035
l'ibra 358 .55 050
Grisa i 0.1 g1
Aciduz 170 1.50 110
“Brix 16 00 17.75 1975
pH 325 3.40 360
Azucar Ltotat 1290 14.65 16 60
Azicar reductor 4.74 4 95 5.70
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Cuadro 4. Composicion quimica en base humeda de la cis-
cara (piel} de rambutin (V. lappacewn) pars
tres estados de madurez.

Estedo de madurez

Componente

(%) Verde Amarilio Rajo
Sdlidos totales 2770 24.60 24 80
Proteina 1.99 1.90 1.70
Ceniza G653 {155 065
Fibra 4.30 4 30 4.80
Grasa .28 .20 .15
Acidez (icido citrico) 220 160 1.70
pH 3.70 370 370

Cuadro 5. Composicién quimica de Ia semilla de rambutin
(N lappacewm) para tres estados de madurez.,

Estado de madurez

Componente

%) Verde Amaritlo Rojo
Soiidos totales 6155 6340 6335
Protcina - 0.80 130
Ceniza 0.95 1.00 1900
Fibra 395 4405 4.20
Grasa 1705 17400 1720
Acidez (dcido cftrico)  0.90 070 060
pH 518 5135 5350

Cuadro 6. Observaciones sobre fruta y jarabe enlatado.

enl composicion quimica, especialmente azicares v
acidez, muestran um tendencia normal con el procesa
de maduruacion observado con base en cambios de
colorgcion externa i contenide de azdear en el arilo
ey relativamente alto ( ~ 17% en el ruto maduro);
esta caracteristica es también senalada por Almayeda

{1).

Fa semilla se caracteriza por un alte contenido de
grass (" 17% ) kste resultzdo. oblenido por extrac-
cién con éler d- petraleo (solvente no polar), sugiere
que estos compuestos grasos se encuentran ligados en
forma sencilla (7), lo que facilitaria su eventual apro-
vechamiento {Cuadro 4)

No se observan cambios significztivos en las carac-
teristicas del farabe o {ruto luego de nueve meses de
almazcenamiente Ef producto se ve favorecido por un
bajo pH de jarabe, el cual es compatible con el subor
de fa fruta. Segun estos resultudos, el fruto puede ser
conserado con una tecnologia sencilla que requicre
un Henado en caliente y dearcacion. Un tratamiento
térmico no se justilica desde el punte de estabilidad
microbiclogica: por el contrario, un tratamiento 1ér-
mico posterior conduce a una separacién del arile, el
cual pierde consistenciz afectando udversamente su
apariencia, Ademds, se observo la presencia de gotas
de grasa en el jarabe, lo cual puede ser consecuencia
de movimiento de grasa de s semilla hacia el arilo
y luego hacia el jarabe como resultado de la excesiva
aplicacidp de calor; este efecto es mayor en frutos
maduros

Codigo Jarabe Fruta
1E Verde-amaritlento Arilo consistente, adberido & semilla y de color
natural
2K Liperamente amariilo Arilo consistente, adherido a semilla ligeramente
amarilio
k3S Amarillo turbio Arilo separsdo de semilin y de color amaritlo gri-
sieeo.
1ET Amarillo-verde, turbio Arilo adherido a semiila pero poco firme
2ET Amwarilio, turbio. Arilo unido o semitla, sin firmeza
3E71 Color rojizo, presencia parficulus grasos blancas Arillo vy semilla de color rojizo, arilo separado,

Sabor aceitoso

sabor sceiloso

Excepto 3EY, todas {os tratamientos presentan sabor matural tipico.

Estsdo de madurez: 1, 2,3

Desereado: Ef Tratamiento térmico: T
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El mejor fruto para el proceso descrilo es aquél
que presenia coloracién externa amarilla {~v 15 dias
antes de ser colectado para consumo en {resco) Algu-
nas caracteristicas de este producto se muestran en
e} Cuadro 7

Cuadro 7. Algunas caracteristicas del producto enlatado
(2E)H,

No frutas 11 & 1 pH~ 360+ 10

Pesoneto 212522 5¢ "Bx 30 80 £ 3 50

Peso drenado 1140270 Vacie -~ 7.1 & | (pig Hg)

*  Istas carncteristicns permanecieron invariubles —para
sfectoy practicos— hasta per 270 dias (Qltima evolua-
cion)

Agradecimiento

Los autores exprésan su mds sincero agradeci-
miento al sefior Delflino de la Garza quien suminis-
trara el material para este estudio, al Dr Goan Loo
Thio del Real Instituto Tropical de Holaada, desta-
cado en Costa Rica mediante un convenio CITA
{Costa Rica) — RVB (Holanda), por sus conversa-
ciones sobre el tema

Resumen

La composicién quimica de i semitia, arilo y cds-
cara del rambutdn (Neplielium lappaceum) es repor-
tada pura tres diferentes grados de madurez Algunas
caracleristicas morfoldgicas de este fruto se sefalan
para diferenciarlo del Litelii chinensis con el que es
comunmente confundido

Se presentan los resuitados de pruebas de conserva-
cion en jarzbe de azdear enfatado.
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A further note on the introduction of Hypsipvia
parasites in Trinidad, West Indies’ /.

Rlesumen. Hypsipyla spp. no ha podide hasta el momen-
1o esiab¥ecerse en plantacicnes comerciales de caohs vy cedro
gracias a los esfuerzos del Departamento Forestal de Trink-
dad Con el fin de controlar esta plaga el Instituto de Control
Biotagico del Reino Unido, Estacion de las Indias Orientales
consiguié material de varios pardsitos — Apanteles spp., Pha-
nerotoma sp, Tetrastichus spirabilis, Antrocephalus renalis,
Flavopimpla laniannulata, Afrephialtes sp and Trichogram-
matoidea robustae - de 1a India Algunos de estos pardsitos
se tiheraron directamente en el campo mientras que otros se
mantuvieron en cautiveric y se liberaron periddicamente. Un
namero razonable de A renalis. T, spinabifis, Phangrotoma
sp vy T. robustae se ha establecido sin problemas pero los
otros pardsitos no se han adaptado a las condiciones de Tri-
nidad Recientemente se han aprobado algunas regomenda-
cignes ¥ una exiension del programa de control bioldgico vy
el Ministeric de Agricultura ha aprobado menos fondos
para obtener material de otros géneros de A robuste de la
india para su evolucidn en el isboratorio v posterior fibera-
cidn ga &l campo

The phycitid shootborer Hypsipyla grandella
(Zeller) is a serious pest of meliaceous timber trees
in the neotropics. Rao and Bennett (3) reviewed the
literature on its importance in the Caribbean and the
American mainland. In Trinidad, Spanish cedar (Ce-
drelz mexicana) and mahogany {Swietenia macropiy-
iay area of commercial importance Attempts by the
Ministry of Agriculture to use them for reforestation
on a plantation scale were adversely affected by H.
grandella and also to a lesser extent by M ferrealis
Hmps . which is a more serious pest in the seed
capsules of Carape guignensis. The moths oviposit on
the axillary buds of young shoots and the hatching
larvae bore into the rachis Severe damage occurs
when larvee make tunnels in the tender growing
points of young trees and results in retarded growth,
Repeated attacks produce a witches broom effect
adversely affecting the commercial quality of the
timber Control by chemical pesticides is uneco-
nomical and difficult lo achieve under prevailing
conditions so that biological control is particularly
desirable The Commonwezlth Institute of Biological
Controf {CIBC} was approsched to explore the
possibilities. Funds were provided in 1960 to initiate
field work at the West Indian Station, CIBC to obtain
stocks of exotic parasites through the Indian Station,
and to breed and release them in Trinidad

Surveys in Trinidad

After initial surveys involving sampling of infested
shoots and seeds in order to assess the status of
Hypsipyla spp. and to determine quantitatively and

I Prepared for the Eleventh Commonwealth Forestry
Conference held September 6-25, 1980, Port of Spain,
Trinidad and Tabago

qualitatively the parasite complex and its seasonal
fluctuations, Bennett (3} reported large seasonal
population fluctuations apparently not caused solely
by changes in the number of susceptible shoots and
also  found that the parasite complex varied
considerably from season to sesson. Bennett {3) and
Bennett and Yaseen (1} reported several native
parasites including Trichogramma sp . Trichogram-
matoider  sp. (Trichogrammatidae), AMetopiops
mirabilis Townsend, Chrysodoria sp. (Tachinidag),
Apanteles sp., Bracon chontalensis Cameron and
Hormius sp. {Braconidae) The Trichogramma sp. was
described gs 7' bennetti (2) The Trichogrammatoidea
sp is to be described by H. Nagaraja as T. fiypsipylae
A nematode Hexamerniis sp was also obtained from
a few larvae Mortality due to the native parasites was
usually very low and did not appear to exert any
appreciabie level of control.

Exotic parasites

At the same time, the natural enemies of a related
Old World shootborer, A, robusta, were being investi-
gated by the Indian Station, CIBC and exploration
had already revealed 2 large complex of natural
enemies including 1 bethylid, 17 braconids, 9
chaleids, 1 elasmid, 1 eulophid, | curytomid, 13
ichneurnonids, 2 trichogrammatids, 2 tachinids, a
nematode Hexamermis sp. as parasites and 1 mala-
chiid and a clerid as predators {3).

Owing to delays in arrsnging shipments from India
the investigations there had almost terminated so that
smaller numbers and f{ewer species were obtained
than had been anticipated. Nevertheless, Apanreles,
sp (puera group), Apanteles sp. (vitvipennis group).
Apanteles leproura Cam. (Braconidae), Flavopimpla
fanigmmddata Cam. (Ichneumonidae) were obtained
As there was a high mortality rate in some consign-
ments and other shipments arrived when Hypsipyla
was scarce 5o that there was insufficient host material
to breed and maintain stocks in the lboratory, only
refatively small numbers of parasites were released

Later, Antrocephalus renalis Wiston (Chalcidi-
dae). Tepastichus spirabilis Wiston (Eulophidacy,
Planerotoma sp (Braconidae), Trichogrammatoidea
robustae Nagaraja (Trichogrammatidae) and Afre-
phialtes sp. (Ichneumonidae) were obisined, tested
in the laboratory and breeding techniques developed
(+)

Releases
The programme called for releases to be made in

experimental plots of mahogany and cedar set up
by the Forestry Divigion at Brigand Hill in the east,
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Cats Hili in the south and River Estate in the north
Most of the parasites received in the earlier phase
were released at Brigand Hill but unfortunately the
seediing trees failed to grow at this site and the plots
were abandoned The culture of Afrephiaites sp. was
lost after three generations and before releases couid
be made. The other parasites were successfully mass-
bred and released in the experimental plots and in
stands of mahogany and cedar elsewhere. In ail,
47 550 T. spirabilis, 6 160 Phanerotoma sp., 16 350

T. robustae and 2 952 4. renalis were released during
1969-71 {1) Details of subsequent releases are given
in Tables 1-3

Recovery surveys

Only T robustae has been recovered. It was
detected for the first time in 1971 and appears to be
established but parasitism has remained at a low fevel,
fluctuating between 5 3% znd 8 9%

Table 1. Releases of Terrastichus spirabilis in 1rinidad, 1972-76.
Locality 1972 1973 1974 1975-76
Brigand Hill 2030 800 1250 7300
Marper 2620 3 506G 4 400 6 350
Toco 5600 - - 4 800
Curepe - - - 400
Talpare 304 2500 - -
Biche 200 - - -
Cats Hill - 1000 - -
5t Joseph - 100 i 000 -
Total 10 150 7900 6 650 18 800
Total for 1972-76 : 43 500
Table 2. Releases of Phanerotoma sp. in T'rinidad, 1972-76.
Locality 1972 1973 1974 1975-76
Brigand Hill 2175 3000 920 1377
Marper 3459 6492 2200 3227
Toce 3921 - - 310600
Talparo 1 000 8060 - -
Biche 700 - - -
Cats Hill - 420 - -
St Joseph - 900 100 -
Areni - - 200 440
Total It 255 11612 3420 B 004
Total for 1972-76 : 34 291
Table 3. Releases of Trichogranmatoidea robustae in Trinidad 1972-76.
Locality 1972 1973 1974 1975-76
Brigand Hill 800 1 400 1050 950
Marper 1650 1000 21400 3100
Toco 4 520 - - 4 200
Talparc 400 £00 - -
Biche 100 -~ - -
Cais Hill - 200 - -
St Joseph - 00 -
Arena - - 200 -
Carepe - - 100 -
Total 7470 2 860 3450 7 850

Total for 1972-76

221570
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Discussion

Although Antrocephalus remalls, Tetrastichus spi-
rabilis and Phanerotoma sp  were released in suf-
ficient numbers over several years to offer a reason-
able chance of establishment they have apparently
failed to adapt to Trinidad conditions despite the fact
that they readily attack H. grandella and H. ferrealis
in the laboratory T robustae, slthough established,
does not seem to be capable of controlling the pest
These parasites were available mainty because they
could be easily bred and multiplied in large numbers
and because they are important parasites of A robus-
ta in India. The delayed start of the project, beyond
the control of CIBC, did not permit it to be synchro-
nized with investigations at the Indian Station which
would have allowed adequate shipments of several
other parasites, some of which, zlthough not so
rezdily bred in the laboratory, might have proved
more successful.

As efforts to grow mahogany and cedar on &
plantation scale in Trinidad are to continue, the
Ministry of Agriculture has recently provided addi-
tional funds to aillow the establishment of a
temporary station in the forest areas of India so that
stocks of other parasites can be obtained It is hoped
that some of these will be established and exert
effective control
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Summary

Hypsippla spp. have so far foiled the attempts of
the Forestry Department to establish mzhogany and
Spanish cedar as plantation crops in Trinidad. To
attempt 1o conlrol these pests the West Indian
Station, Commonwealth Institute of Biological
Control, procured stocks of several parasites — Apan-
teles spp., Fhanerotoma sp., Tetrastichus spirabilis,
Antrocephalus  renalis, Flavopimpla laniennulata,
Afrephialtes sp and Trichogrammatoidea robustae —
from India Some of them were released directly
into the field and stocks of others have been
maintained for periodic releases Adequate number of
A renalis, T spirabilis, Phanerotoma sp and T
robustae, to afford a reasonable chance of establish-
ment, have been released over several years. T. robus-

fae is now established widely but other parasites have
failed to adapt to Trinidad conditions Recommenda-
tions for an extended biological control campaign
have recenily been approved and additional funds
have been provided by the Ministry of Agriculture
in order to obtain stocks of other parasites of /.
robusta from India for laboratory evaluation and
possible field releases

November 22, 1982

M YASEEN®

¥ Commonwealth Institute of Biolegical Control Trinidad,
West Indics
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Notas preliminares sobre el barrenador de los brotes
terminales del pino, Rlivacionia fiustrana (Lepi-
doptera; Tortricidae} en Costa Rica.

Summary, Young plantations of pine species, Pinus
caribaea var. handurensis, P. oocarpa, P elliottii, P canarien-
sfs, P kesiva and P. radiata, have been found sererely at-
tacked by the tortricid, Ahvacionia frustrana Comstock in
Turrialba, Costa Rica Height mortality of larvas has heen
found after aptications of Dimethoate (1 ce/L perfection 40%
LE} Nawral biological contral also has been observed both
in farvas and pupae, Some recommaendations on pine planta-
tion management under tropical conditions, are given

En los bosques de coniferas de Europa y América
del Norte, los lepidopteros, Rhyacionia bBouliona
{Denis & Schiffermueller) y Rirvacionia frustrana
Comistock. (Tortricidae, Oleothreutinae}, son cono-
cidos como las plagas nmus comunes en plantaciones
naturales, artificiales y huertos semilleros en ia mayo-
ria  de las especies de pino (Pinus resinosy Ait, P
taeda L. P mugo Tures, P silvestris L | P ponderosa
Lete (1,4 5 8)

La especie R frustrana es mds conuin en el sur-
este de los Estados Unidos. México y América Cen-
tral {7) No obstante, en América Ceniral no se ha
encontrado causandoe preblemas <de importancia eco-
nomica. {Informe de vigje de estudios e investigacion
z los paises centroamericanos, (9711972, de los
estudiantes del Departamento de Ciencias Forestales
Tropicales Turrialby, Costa Rica, 1ICA, 1972 En las
ronas templadas el insecto pasa el invierno en estado
de pupa dentro de los meristemos, el adulio amerge
y se aparea en los primeros dias cdlidos de primavera
Durante esta estacién los huevos tardan hasta 30 dias
para emerger, mientras que en verano tardan de S a
10 dias {4, 8}

En las zonus tropicales se tiene muy poca infor-
macidn sobre la biclogia de cste insecto, asi como
de lIa magnitud del dafo que causa a los pinos; y la
respuesta de estos al ataque. El presente es un infor-
me basado en obscrvaciones preliminares sobre el
ataque de R flushana en plantaciones jévenes de
varias especies de pinos tropicales en Turrialba, Costa
Rica

Caracteristicas del atague

Ll ataque se localiza tanto en los bBrotes nuevos de
las ramas, como cn 2l brote del gje principal La carac-
teristica inicial del atague es la presencia de pequefios
zcuimulos de resina poco visibles de celor blangquecino
en lus terminales Al aumentar la larva su actividad, la
cantidad de resina aumenta y en muchas ocasiones da
la apariencis de una pequefta burbuja blanquecina En
el tercer vy cuarto estadio de la larva, ésta se localiza

en el interior del meristemo vy pierde movilidad. En
este momento, el brote se recubre por una capa grue-
sa de resina de superficie irregular, y las agujas empie-
zan 2 torparse amarillentas. Cuando e insecto alcanza
el estado de pupa, el meristemo toma un color café
facitmente distinguible a distancia

Come resuitado de ia destruccidon de las termina-
les, de 2 a 6 nuevos rebrotes aparecen rdpidamente, lo
que da a la copa un aspecto mds densa, Los nuevos
crecimientos que posteriormente salen del brote
principal no presentzn deformaciones. No obstante,
en muy poco caso se observa dominanci apical; dan-
do come resultado ta bifurcacion del eje principal

Wolda {6) indica que el aumento de las poblacio-
nes estd sincronizado con Ia disponibilidad de alimen-
to. Bajo las condiciones climdticas de Turrialba, el
P caribaea var hondurensis Barv. and Golf. presenta
crecimientos nuevos casi todo el afio; favoreciendo
de esta manera que la reproduccidn del insecto sea
cast constante durante el affo, fendmeno muy comin
en los insectos que habitan en el trdpico vy que es
conocido como ‘multiveltinismo’.

Es importante hacer notar que en Costa Rica no
existen bosques naturales de pinos Ademds, entre
los bosques naturales de pino de Nicaragua y las plan.
taciones de Costa Rica existe una faja aproximada de
250 km, en su mayoria cubierta por bosques de hoja
ancha, que podriu considersrse como una barrera na-
tural para la migracion del insecto hacia el sur. Sin
embargo, en Costa Rica el insecto ya se ha informado
come plaga desde (982, (Comunicaciéa personal
Loren Ford, Instituto Tecnoldgico de Costz Rica,
1982), principalmente en la regidon de Turrialba, don-
de existe la mayor concentracion de bosques artificia-
les de pine.

Por muchos afios en Costa Rica se han venido in-
troduciendo varias especies de pinos, principalmente a
nivel de jardines y parques; v no es sino hasts en los
iltimos 5 & 6 afios que las plantaciones de pino han
empezado o proliferar Es precisamente en este mo-
mento cuando aparece la plaga. Posibiemente ésta
fue traida hace ya muchos afos como resultado de
la introduceidn de material vegetativo, pero por el
poco numero de drboles y lo disperso de éstos, la
presencis del insecto pasa inadvertida

Las observaciones preliminares en las plantacio-
nes de la Empresa Celulosa de Turrialba, S A,
localizadas en Turrialba, Costa Rica bosque muy
himedo tropical premontano de acuerde con
(Tosi, ] Mapa ecelégico de Costa Rica segin zonas
de vida de Holdrige Escala: 1:1700000 1969},
indican que tanto las plantaciones comercisles de
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P. caribaea var. hondurensis como las parcelas expe-
rimentales de P opocarpa Shiede, P. elliotti £, P.
canarfensis C. Smith, P. kesiva Ry G. y P radiata
D Don , resultan igualmente atacadas.

En las plantaciones mernores de 2 afios de P, cari-
buoea var. hondurensis en Celulosa de Turrialba, se
ha observado que arboeles con 1.5 m de aftura y 15
ramas promedio el 26% de las ramas estdn atacadas,
Ademids se ha encontrade que en algunas dreas el
91% de los drboles estdn atacados.

Se ha podido observar que la intensidad del atzque
varia deniro de una misma drea; es posible que esta
caracteristica esté relacionada con el grado de vigor
de la plantacidn Asi, en dreas que presentan un cre-
cimiento mds vigoroso, el nimero de drboles y ramas
por arboles afectados es menor

El insecto afecta indistintamente la terminal prin-
cipal como las laterales El ataque a la terminal prin-
cipal provoca la inmediata aparicidn de rebrotes (has-
ta 6}, los cuales presentan un crecimiento vertical sin
deformaciones. No obstante, en muy pocas ocasiones
se observa dominancia apical, lo que ocasiona la bifur-
cacidn del drbol. Esta bifurcacion se repite si el rebro-
te es atacado nuevamente.

Pruebas preliminares de control en las plantaciones
de 1.5 aflos de edad en Celulosa de Turrialba, indican
que 8 dias después de ia aplicacidn se ha alcanzado
hasta 80% de mortalidad con aplicaciones de Dime.
thoate (} cc/l, Perfeckthion 40% LE), 48% con Dia-
zindn (1 cc/L 60% LE); v 40% con carbofurdn
(10 g/drbol de furaddn S G).

Muestreos periddicos después de la aplicacion, in-
dican que bajo las condiciones de precipitacion de la
zona (2 500 mm/afio) el Dimethoate tiene un efecto
mids prolongado

Los porcentajes de mortalidad obtenidos estin
directamente relacionados con el estado de desarro-
llo de la larva al momento de Ia aplicacién del quimi-
co. Para lograr mayor control, la aplicacién debe rea-
lizarse en el momento que exista un mayor porcen-
taje de larvas en los estadfos | y 2; de lo contrario
la efectividad del quimico serd minima Aparente.
mente muestreos semanales pueden ser adecuados
para detectar el momento preciso para la aplicacion.

El bosque de pino con i 600 drboles por hectdrea
y en condiciones de topografia accidentada, se em-
plearon aproximadamente | 54 jornalestha (se en-
tiende por jomnal: 8 horas de trabajo/dia) por apii-
cacion con bomba de espalda El costo de mano de
obra es relativamente bajo, lo que permitird realizar
aplicaciones periddicas mds seguidas para dar mayor

proteccién a la plantacion en la etapa mds critica de
desarrollo

En zonas himedas como en ¢l caso de Celulosa de
Turrialba, el crecimiento inicial del drbol se ve afec.
tado tanto por el insecto como por ef exhuberante
crecimiento de malezas Si los dos factores no son
controlados a tiempe, la plantacidn puede desapare-
cer rdpidamente . Es posible que este no sea el caso en
las zonas secas, donde el efecto de competencia de
las malezas es menor

Es posible que el efecto de insecticidas sistémicos de
absorcién radical como el Carbofurin se ve severa-
mente reducido por la alta precipitacién y por la com-
petencia con las malezas. Razon por la que los resul-
tados citados anteriormente no son comparativos con
pruebas realizadas en otros paises (1. 2, 3)

Muestreos realizados en dreas que no estin bajo
controf quimico, han mostrade un control biolégico
natural de hasia [5% en las larvas, las que en la mayo-
ria de los casos aparecen tzpizados de un micelio gri-
saseo ¥ 4 veces parcialmente cubiertos por hueveci-
llos. También se ha observado mortalidad en las
pupas.

Conclusiones y recomendaciones

Por tratarse de un problema reciente, no es posible
decir hasta qué punto la planfacion puede verse eco-
némicamente afectada No obstante por las observa-
ciones realizadas hasta el momento en los bosques
jovenes (1-2 afios) de Celulosa de Turrialba, es posi-
ble decir que si no se impiementa algin tipo de con-
tral para reducir la poblacién de insectos. el creci-
miento y forma de los drboles se verdn severamente
afectados

Bajo estas condiciones, puede ser econdmicamente
muy riesgoso, establecer plantaciones comerciales de
pito en zonas ecoldgicamente no aplas. sin preveer
operaciones de control Cs recomendable que fos vi-
veros produzcan pléntulss totalmente libres de ata-
que, para parantizar un desarrollo inicial rdpido: y
tan pronto come aparezcan los primeros alaques en
ta plantacidn, estos pueden controlarse mecinica-
mente, para evitar que lp poblacion de insectos
aumente; principalmente durante el periodo en ¢l
cuzl la altura de los drboles es menor de 3.0 m Mugs-
treos realizados en plantaciones de | a 4 afios indican
que solamente de 5 a 10% de las terminales principa-
les son atacadas, cuando la altura del drbol es supe-
rior de 3.0 m

Resumen

Las plantaciones jévenes de Pinus caribaea var
hondurensts, P. oocarpa, P, elliottii, P. canariensis, P.
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kesiva and P radigta en Turrialba, Costa Rica, son
severamente atacadas por el barrenador del brote
termingl Rhyacionia frustrana Comstock Se encon-
trd una elevada mortalidad de larvas al aplicar Dime-
thoste {1 c¢/L perfection 40% LE) Asimismo, se
observd un control bioldgico natural sobre las larvas
y las pupus Se incluye algunas recomendaciones
sobre el manejo de plantaciones de pino bajo condi-
ciones tropicales

10 de diciembre de 1982

R SALAZAR®
o Celulosa de Turriaiba 8 A, Turrialba, Costa Rica
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Efectos del dcido succinico 2,2 — dimetil hidrazida
(daminozida) en los niveles de hormonas endo-
genas en semillas inmaduras v en la iniciacién flo-
ral en manzano.

Surmmary. Spraying apple trees {ev. Cox's Orange Pippin)
with 2 000 ppm daminozide 2 weeks after fuli bloom in-
creased return bloom the fallowing yvear. Analyses of extracts
of seeds removed from fruits at different times after spray-
ing with the retardant did not show any significant change
in gilzherallin and absecisic acid content However, there was
& decrease in auxin levels 24 and 36 days after flowering and
an increase in cytokinin levels in seeds after 18 and 30 days.

Existe evidencia de que las hormenas endégenas
tienen una funcion importante en fa formacion de
yemas florales en las especies frutales (13, 21, 24}
Se ha postulado que las giberelinas sintetizadas en
semillas en desarrollo en frutos de manzano proba-
blemente son factores que inhiben la iniciacién flo
rat (9)

Los retardantes quimicos de crecimiento han sido
utilizados durante varios afios para el control de flora-
cidn en frutales caducifolios (1, 21, 24), como por
ejemplo el compuesto orginico daminozida (Alar)
en cultivares de manzano (15) El modo de accién
de esta sustanciz en el manzano no se conoce con
exactitud; sin embargo, se ha sugerido que el dami-
nozida actla originandg cambids en el sistema hor-
monal de los tejidos del frutal (8, 24} Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion fue examinar los
efectos que este retardante de crecimiento causa
en los niveles de hormonas en semillas de frutos
en desarrollo. El nimero de flores formadas fue
evaluado parz confirmar uno de los efectos carac-
teristicos del mencionado producto quimico

Materiales ¥ métodos

Este trabajo se realizo en la estacién experimen-
tal de Long Ashton, Inglaterrz, en el periodo de
1977 — 1979 EI cultiver utilizado fue Cox's Orange
Pippin injertado sobre MM 106. Los tratamientos con
daminozida en ambos afios fueron efectuados 2 sema-
nas después de floracién en una concentracién de
2 000 ppm

Para ¢l estudio de giberelinas v dcido abscisico, en
1977, 72 drboles en una plantacién {cuatro hileras)
de 13 aflos {ueron divididos en 2 grupos vy subdivi-
didos en 3 bloques cada unc con 12 drboles por
bloque Un grupo fue asperjado con el retardante, el
otro (testigo) con agus En 1978, dos hileras de dr-
boles de la misma plantacidn fueron empleadas para
estudiar auxinas y citocininas, dividiendo cada una
en 7 grupos {15 drboles por grupo), asperjando uno
de ellos con daminozida y el otro con agua a la
misma concentracion
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Durante el periodo comprendido entre un dia
después del tratamiento y la época de cosecha, semi-
llas de 100 frutos de cada blogue o grupo fueron
extraidas en cada muestreo las hormonas en estudio
fueron extraidas de cada muestra una vez que esta fue
liofilizada, friturada y mezciada con metanol al
80% v 100% durante un periodo de 24 horas z una
temperatura de -18°C (16)

La purificacion de cada muestra previa i andlisis
biolégico o analitico se efectud de la siguiente mane-
ra:

Giberelinas y acido abscisico

Las muestras en fase acuosa fueron alcalinizadas
con solucidn buffer (pH 8.0} v lavadas con éter de
petréleo y acetato de etileno (X2} Posteriormente
combinadas con PVP vy filtradas en papel Whatman
No. 1 En seguida el pH fue ajustado a 2 5 con dcido
clorhidrico v las hormonas obtenidas en ia fase eti-
Hea del acetato de etileno apregado (X3) después de
acidificar la fase acuosa. Cada muestra fue posterior-
mente pasada por cromatografia de capz fina utili-
zando Kieselgel Gf254 como silica e isopropanol;
amoniaco; agua (10:i:1 v/v) como solvente

Auxinas

L.a solucién conteniendo auxinas fue ajustada a pH
de 8.0 con hidroxido de sodio y filtrada en papel
Whatam No. I. En seguida el filtrado fue acidificado
a pH de 2 5 con dcido clorhidrico y combinado con
cloroformo (X3), quedando las auxinas en la {fase de
cloroformo Posteriormente, cada muestra fue croma-
tografiada en la forma antes descrita

Citocininas

Cada muestra fue combinada con 50% de etanol y
paszda a través de una columna de resina de intercam-
bio cationico (Dowex S0W — X8 200-400) Obte-
niendoe las citocininas al agregar a la columna solucion
de amonia IN (30 mD} y 3N (250 mi) En seguida cada
muestra fue cromatografiada usando papel cromato-
grifico Whatman No 3 y el mismo tipo de soivente
utilizado para las hormonas ya descritas.

Ei contenido de giberelinas fue determinado usan-
do las pruebas bioldgicas del Rumex (23) y del hipo-
cotilo de la lechuga (4). utilizando diez repeticiones
de ¢ada muestra por bioensayo

Los niveles de auxinas y citocininas se obtuvieron
utitizando respectivamente los ensayos bioldgicos del
coleoptifo del trigo (siete repeticiones por muestra en
cada bicensayo) v del Amaranthus {diez repeticiones

de cada muestra por bioensaye) segun lo indican
Bentley y Housley (2} y Challice (3). El contenido
del dcido abscisico fue determinado wtilizando tres
repeticiones por muestira mediante el use de una cro-
matografin Higuida de gases equipzda con un detector
para la captura del electron ©? N (7).

Para la evaluacién del efecto del daminozida en
fa promocion de iniciacion lloral, se hicieron conleos
de flores durante la primavera posterior a lu fecha de
los tratamientos en 4 ramas de ¢/u de los drboles ex-
perimentates previamente seleccionados

Resultados

Los resultados que se presentan en el Cuadro |
muestran que el namero de flores formadas fue signi-
ficativamente mayor en ambos aflos de experimenta-
cion en los drboles que recibieron la aplicacion del da-
minozida. Se podrd observar en fas Figuras 1 y 2, que
el nivel y fluctuacion de giberelinas v dcido abscisico
fueron muy semejantes en el festigo v en fos tratados
con el retardante y que no hubo diferencia significa-
liva

El contenido de auxinas en las semillas de los fru-
tos tomados de drboles tratados con el retardante
disminuyd significativamente en las muestras loma-
das 9 y 21 dias después del tratumientto {Figura 3}
La figura también muestra en ambos grupos que la
actividad  biotdgica fue mayor conforme la semilla
fue avanzando en su desarrolle [isiologico El trata-
mienio con daminozida indujo sumentos significati-
vos en el contenido de citocininas en las semillas a
los 3 vy I5 dins después de la aspersion (Figura 4)
La mdxima actividad bioldgica de estas hormonas
en las semillas se observd un dia después del trata-
miento, mientras que la minima se obtuva 70 ias
despuds

Discusion

El incremento en el numero de flores formadas
en los drboles asperjados con daminozida apoyan los
repories de otros investigadores (1. 13, 24) ¥ por lo
tanto se confirma que el compuesto quimico pene-
ird en los tejidos del frutal causande cambios fisio-
légicos en él

Los resultados de los diferentes grupos de hormo-
nas en las semillas de los testigos (Figuras 1-4) indican
claramente que durante su desarrollo, estos organos
contienen varias de estas substancias. Luckwill (11.
12} ho postulado que la aparicion y desaparicion de
hormonas especificas en la semilla, estdn ligadas con
cambios sucesivos en el desarrollo det embridn v
endospermo de €sta. Asi, la primera {ase se caracteri-

Turrialba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 252-257
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Cuadro 1. Efecto  del tratamiento con  daminozida
{2 000 ppm) en la floracion (niimero de flores
formadas) del cv. Cox’s Orange Pippin. El dami-
nozida se aplicd dos semanas despuds de Iy floma-
clonen 1977 — y en 1978,

Nitmero de flores por arhol®

Ao de evaluacion Testigo Daminozida
1978 409 £ 128 730 5 11 g
1979 303 £435 837 £ 10 2%+

a Cada valor representa ¢l promedio de flores en cuatro ri
mas/acbol

## E| valor es superior al testigo con P < 001 de error

za por el desarrolle del endospermo libre de nucleo
con poco crecimientio del embrion, misma que ocurre
en algunos cultivares entre b a 4 semanas después de
{loracion y estd asociads con la presencia de ¢itocini-
nas (Figura 4) Posteriormernte es iniciado ¢l desarro-
llo del endospermo celular primario conjuntamente
con la aparicion de auxinas {(Figuia 3} La segunda
fase del desarrollo ¢s asociada con el crecimiento rapi-
do del embridn, con la digestion nuclear y del endos-
permo primario y con la formacion del endospermo
secundario. Los resultados en la Figura 1, confirman
la presencia de giberelinas durante esa fase fisioldgica

Las fluctiaciones del AAB observadas en cf presen-
te trubajo son similares a las reportadas por Gil ef al.
en semillas de pera (5) Los resultados en fa Figura 2
sugieren la metabolizacion de este después del mdxi-
ma incremento ocurride 17 semanas posteriores a la
floracion (203 La baja tan dristica en los niveles de
esta hormona observada en la dltima fecha de mues-
treo, coinecide con los resuttados obtenidos por varios
autores (16, 20, 20) Con base en los efectos que da-
minozida produjo en los niveles de honmonas en la
semilla y su relzcién .con el proceso de la iniciacidn
de yemas florales, los siguientes puntos son de consi-
deraeidn: Se sube que lus giberelinas son inhibidores
del proceso de iniciacion florzl en manzano (13, 14)
y que el daminozida ademds de estimular la forma-
cion de vemas florales reduce los niveles de esas
hormonus en dpices de este frutal (8) Sin embargo,
en ¢l presente trabajo, aunque se observd un aumento
en la formacion de Hores con el tratamiento del retar-
dante, no hubo cambios significativos en ¢l contenido
de esas hormonas Considerando que en este estudio
se estimd cuantitativamente el contenido de gibere-
tinas v que en la actualidad se conocen 56 de ellas
(G, V. Hoad. comunicacién personal), es probable
que de las 13 encontradas en semillas de manzano
(9, 16) solamente una o varias sean alectadas por el
daminozida

I

Y
L DAMINGZIDA
\

MG GAL
EQuiv / (R
100 SEMILLAS

SEMANAS DESPUES DE FLORACION

Fig b Niveles de giberelinas en semitins en desarrolio del
ev Cox’ Osange Pippin obtenidas de drbeles trata-
dos con daminozida (2 Q00 ppm) o con agua (testi-
zo) dos semanas después de floracion La época de
floracion (FY v dei tratamiento (4) son indicadas
Cada punio representa el promedio de 3 repeticio-
nes., Las difereacias no fueron significativas con un
P <905 de errar
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Fig 2. Niveles de deido abseisice en semitlas en desarrolto
del ev. Cox's Orange Pippin obtenidss de drboles
tratados con daminozida (2 004 ppm} o con agun
(testigo) dos semanas después de floracién Para
olros detalies véase la Figura 1.

La disminucion en los niveles de auxinas en las
muestras tratadas con el daminozida (Figura 3} con-
firma lo dicho por Jindal y Dalbro {10} quienes
observaron menor contenido de esas hormonas en
las ramas de manzgno despuds de que los dbeles Fue-
ron tratados con el retardante de crecimiento

También Werzilov ef al {22) encontrazon bajos
niveles de auxinas en las yemas de manzane durante
fa época de su transformacion en yemas {lorales.
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Fig. 3 Niveles de auxinas en semillas en desarrolle del cv
Cox’s Orange Pippin obteaidas de arbofes tratados
con daminozida (2 000 ppm) o con agua (testigo)
dos semanas despuss de floracion Cada purto
representz el promedio de 2 repeticiones. Lay dife-
rencias significativas al P < 605 (*) son indicadas
Para otros detalles véase 1a Figura }
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Fig 4 Niveles de citocinings en semillas en desarrolle del
cv. Cox’ Orange Pippin obienidas de drboles trata-
dos con daminozida (2 000 ppm) o con agua (tes-
tigo) dos semanus despucs de floracibén. Cada pun-
10 representa ¢l promedio de 2 repeticiones. Las di-
ferencias significativas al P < 0,05 (Fyo al P <0 B1
(**) son indicadas Para otros detalles véase la Figu-
ml

Sobre esta base, es probable que la biosintesis de las
auxinas en las semillas sea bloqueada por el damino-
zida como lo han demostrado anteriormente Williams
y Stakly (25) Por otro lado, los bajos niveles de auxi-

nas en las semillas de las plantas tratadas, se conside-
ran suficienies para satisfacer la demanda ocasionada
por el desarrollo de éstas. El tratamiento de damino-
zida no causO efectos significativos en los niveles del
dcido abscisico en las semillas {(Figura 2) Aunque la
funcién de éste en ef proceso de floracion en frutales
no se ha aclarado {24), esta hormona se ha relaciona-
do ampliamente en la Hteratura con los efectos cau-
sados por sequia temporal (*Water stress™). Bl efecto
clisico es que esta condicion causa un aumento en
los niveles de dcido abscisico en los tejidos de plantas
(26} Sin embargo, la sequia temporal induce efectos
inconsistentes en la floracidén de frutales ya que en
algunos aumenta la formacién de yemas florales {13)
y en otros las disminuye (17) Por lo tanto no se pue-
de establecer una conclusion sobre la funcién de esta
hormona en el proceso de la iniciacidn floral.

El efecto causado por el daminozida en las cito-
cininas en semillas de manzano u otros [rutales, no
ha sido discutido amplizmente por otros autores {16),
por lo tanto el aumento en los niveles de estas hormo-
nas causado aparentemente por el retardante (Figura
4} permite ampliar los conocimientos sobre los efec-
tos de este producto en semillas de manzano. Se ha
sugerido que las citocininas en su mayoria son sinte-
tizadas en las rafces y transportadas por los vasos le-
fiosos a las partes aéreas del {rutal (18) Sin embargo,
los experimentos de Ramirez (16) mostraron que los
niveles de citocininas en esos tejidos son muy bajos
después de la época de floracién y no sufren cambio
alguno con el tratamiento dei retardante Esto permi-
te sugerir que las citocininas localizadas en las semi-
llas del fruto (Figura 4) posiblemente fueron sinte-
tizadas in sitw. Ll significado de éstas en el proceso
de iniciacion floral en el manzano no estd bien docu-
mentado, en cambio, en otras especies frutales se ha
considerado de vital importanciz en la formacién de
yemas florales Por ejemplo Srinivasan y Muiling (19)
demostraron en ¥itis sp la transformacion de sar.
mientos en inflorescencias cuando el dpice de éstos
{ue tratado con citocininas Por otro lado Grochows-
ka y Karaszewska (6} encontraron un alfo nivel de
citocininas en ramas de manzano las cuzles forma-
ron un mayor ntmero de frutos

En el presente trzbajo no se observd cambio signi-
ficativo en giberelinas o dcido abscisico en semitlas
de frutos cuyos drboles fueron tratados con dami-
nozida. Lo conirario ocurrié con auxinas y citoci-
ninas las cusles respectivamente seirieron una reduc-
¢idn y un aumento La relevanciz de estos resultados
con el procese de iniciacién [Toral en manzano requie-
re de mayor investigacion

Resumen

La aspersidn con daminozida (2 000 ppm)a drbo-
les de manzano def cv Cox’ Qrange Pippin 2 semanas

Turriglba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 252-257
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después de floracién, origind un aumento en yemas
floraies en el siguiente afio

Andlisis de extractos de semillas tormadas de frutos
a diferentes fechas posteriores al tratamiento con
daminozida no mostraron cambic alguno en los nive-
les de giberelinas o dcide abscisico al compararse con
los testigos. Sin embargo, se observd una reduccion en
el contenido de auxinas & los 24 v 36 dias después
de [loracién, mientras que el nivel de citocininas au-
mentd a los 18 y 30 dias después de esa fecha.

24 de setiembre de 1982

H. RAMIREZ*
G. V. HOAD®#*

#* Depurtamento de Horticultura  Universidad Autbpoma
Agruria “Antonio Narro”, Saltillo, Coshuilz, Méxicvo

** [ ong Ashton Research Station University of Bristol
Bristol BS18 9AY Inglaterru
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Interaciones entre el Acido Suceinico 2.2 — Dimetil
Hidrazida (Daminozida) v otras Hormonas en Ia
Inictacion Floral del Manzano.

Summary. Spur deleafing. defruiting snd daminozide
sprays have been carried out in combinations with injections
of different hormones to spurs of the apple cultivar Egre-
mont Russett and their eflects on flower bud formation
determined Gibberellin application tended 1o inhibit flowear
initiation  but  citokinins. particularly  zeatin.,  strangly
promoted flower initiation when applied slone or in combi-
nation with daminozida The results are discussed in terms
of the role of hormaones on figwer initiation in appile

Se ha demostrado que en manzano la capacidad
de un dardo para Tormar yemas florakes es disminida
cuando se eliminun lus lojus en el formadas (1) Este
efecto es menor si la eliminacion de hojas en el durdo
se efectun u partiv de 6 semanas posteriores a fa Horae-
cion completa (8} Aunque existe esta evidencia. la
funcion que tienen lay hojus en ef proceso de inicia-
cion {loral ne ha sido aclarado suficientenenic (1)
Una hipotesis sobre la accion de estos drganos ha sido
postulads por fackson y Sweet {7), quienes han suge-
rido que estas actusn coma productoras de alimento
necesario para la formacion de flores Sin embargo.
se ha observado en experimentos con '*C0,. que
aguellos dardos que carccen de hojs. contienen
sulicientes carbohidrutos, los cuales se presume son
trapsportados desde Jas hojas de dardoes tocalizados
en oiros puntos distantes en la misma ruma {(9)

Por lo tanto. otras alternutivas quizd mis acepta-
bles seriun que las hojas en el dardo podrian sintetizar
ung o mds hormonas necesarias para la injciacion del
proceso foral o bien que su funcion sea Ta de redistri-
buir en fa yema meristemitica del dardo aquelias
hormonas responsables de Ta iniciacion floral, si acaso
fueran sintetizadas cn otras partes def drbol {11)

Se ha notado también la inhibicion de la inicizeion
floral en dardos de manzuno cuando existe fa presen-
cia de frutos con semillas (5) Ustos resultados Tueron
discutidos en términos de hormonas enddgenss, las
cuales se plensa son producidas en las semitlas en
desarrolle (10, 12} Por lo tanto, en este trabajo se
investigd la posible funcion de diferentes hormonas
en ¢f proceso de iniciacion flory] en manzano

Materiales y métodos

El presente trabajo se fevo a cabo en la Estacion
Experimental de Long Ashton, en Bristol, Inglaterra
Setenta y dos arboles de siete anos de edad del ov
Egremont Russet/MM 106 plantados en recipientes
con arena (30 cm de didmetro x 25 cm de allura)
fueron distribuidos en un diseiio factorisl (2x2x2x
6x3), utilizande un drbol como unidad experimental
Los drboles fueron divididos en dos grepos Uno fue
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asperjado con daminozida 2 razon de 2000 ppm y ¢l
otro con agua. el 16 de abril de 1977 Esta fecha
correspondio a la etapa de floracion plena en los dr-
boles  Posteriormente. vy una vez seleccionados y
marcados 20 dardos en cada drbol. cads grupo se
subdividid en dos De estos subgrupos se tomaren
dove drboles testigo e igual numero de tratados con
daminozidy en cada una de las siguientes fechas: 9 de
junio, 3 de julio y 29 de julio ko cada una de esas
feclas. los dardos seleccionados fueron defoliados
manualmente cn seis drholes de cada subgrupo y
jos frutos presentes eliminados en 10 dardos. ksto
permitié que vady drbol recibiera ¢l tratamiento de
una hormona individual  inmediatamente  después
de haber defoliado los dardos y eliminado la fruta,
se inyecto en jos dardos los siguientes tratamientos:
gibereling A {30 pg). giberclina 4/7 (30 ug). deido
indol acético (30 pg). zeating (20 ug) y bencil ade-
nina (20 ug), cada uny de eilus disuelts en 10 ub de
clanolaegus {1:1v/v)  kstas substancias fueron in-
troducidas con una microjeringa o través del peciolo
de una hoja cuys limins anteriormente habia sido
eliminada  Los tratamicntos fueron cvaluades en fa
primavers de 1978 al contar nimero de llores {forma-
dus en cada dardo

Resultados

Los electos de la inyeceidn de varias hormonas
en los dardos del cv Lgremont Russel se presentan en
fas Figuras 1 a 3 Se podrd cbservar en seis de os ocho
tratumnientos clectuados el 9 de junio (Figura 1) el
marcado uumento en la formacion de flores en los
dardos tratados con zeatina {Z). &I mayor namero de
flores formadas ocurrio en lus dardos sin fruto y
con hojas en drboles tratados con daminozida (Figu-
ra 1d) Por otre lado. la giberelina Ay inhibid fa ini-
ciacion floral en este tratamiento. El retardador de
crecimiento también estimuld la floracion en dardos
defoliados v sin frutos que no recibieron inyeccion
de hormonas {Figusa 1b)y En la Figura 1gse muestra
ka inhibicion floral por lu presencia del fruio a pesar
de Ja existencia de hojas en el darde; este efecto se
subsand con la aplicacion de daminozida {(Figura lc)

En loy tratamientos efectuados el 3 de julio las
citocininas, zeatina (Z) y benzil adening {BA) cau-
suron aumento en la formacién de flores (Figura 2)
En esta ocasion. el trutamiento von deido indob
acético (AIA) indujo iniciacion florzl en dardos sin
hojus y sin frutos (Figuras 2b y £) Este efecto, cau-
sado aparentemente por AlA, fue mayor en drboles
previamente tratados con daminozida {Figura Ib)
Por otro lado, se podrd observar que en términos ge-
neraies. al iguai que en lu Figura |, el mayor nimero
de flores ocurrié en 1os drboles tratados con el retar-
dante de crecimiento: sin emburpo. este efecto pro-

- DANUNGZIDA
1] :
{d)

60

[

Ng. FLORES/
10 DARDOGS

80 Ihi

-~ BAMINOZIDA

60

fig 1 Formacién de flores en dardos del cv Fgremont
Russel tratados con deminozida (2 000 ppm) o agua
(testigo) des semanas despuds de la fleracion Cuatro
semanas despuds de la misma los dardos fueron selee-
tivamente defolindos (— L), frutos smleados (- )
o dejados intactos (+ L, + F) vy tratados con GA,,
GA, 7 zeatina (Z), dcido indol acético (AIA), benzil
adening (BA) o con agua {1). Los resultados se pre-
sentan en el mismo orden en a-h  Las diferencins
sipnificativas ai 1% (**) de probabitidad en cada tra-
tamicento son indicadas

motor fue antagonizado por la presencia de GA; y
GA,/q (Figura 2d)

Aunque los tratamientos hechos el 19 de julio se
aproximaron # la época en que se inmicia la yema
floral, Ias citocininas mantuvieron su efecto pro-
motor en la formacion de flores (Figura 3), parti-
cularmente en drboles que no recibieron daminozida
{Figura 3 e-h}). La inyeccion de AIA nuevamente in-
dujo formacién floral (Figura 3 g-h). La sccion inhi-
bidora de las giberelinas observadas en las dos fechas
anteriores (Figuras 1y 2), no ocurrid en este caso

Discusion

Los resultados on Figuras ta, Za, y 3a indican que
la presencia de hojas en el dardo parece ser necesaria
durgnte cierto tiempo para que la daminozida pucda
tener efectos en la formacion de yvemas florales en el
manzane La inhibicion florat observada en dardos sin
hojas 0 con frutos en esus figuras, coinciden con los
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Fig 2 Formacion de flores en dardos del v, Lgremont
Russet fratados con daminozidz (2 000 ppm) o
agua (testige) — dos semanas después de foracion,
Estos tratamientos (véase la Figura 1) fucron hechos
# semanas despuéds de ta tloracion Las diferencias
significativas al 5% — (") o 19 (¥**) de probabilidad
son indicadas

resultados reportados por Davis (1) y por Huet (6).
La posible funcién de las hojas en el proceso de int-
ciazcion floral en el dardo fue examinada en la seccion
de introduccién en este trabajo Lla funcion que
tienen las auxinas en la formacién de yemas floraies
1o se conoce con detalle Por el contrario, los resulta-
dos encontrados por varios autores son conflictivos,
ya que se ha observado que estas hormonas son capa-
ees de inhibir {10) o estimular (3} la iniciacion Doral
en manzano. Fn el presente trabajo también se podrd
observar que los efectos de AIA fueron inconsisien-
tes Esto se demuestra al no haber ocurrido cambios
significativas en el numero de flores después que la
substancia fue inyectada el 9 de junio (Figura 2),
y la formacion de mayor nimero de zquéllas cuando
fue incorporada al dardo el 3 (Figuras 2b y )6 29
(Figuras 3g y h) de julio Por lo tanto, con estos re-
sultados y los de los autores ya mencionzdos no es
posible concluir en firme la funcién de las auxinas
en el proceso de iniciacion floral en esta especie
frutal

El aumento del numero de flores causado por
citocininas ha sido claramente demostrado {Figuruas |
a 3). Este efecto fue aumentzdo en drboles previa-

mente {ratados con daminozida (Figuras by c;2¢cy
d.y 3a) Se ha reportado anteriormente ¢l aumento
de citocinas en semnillas de frutos de manzano cuyos
drboles han sido tratados con daminozida (12) En-
ionces, es posible que este retardante de crecimiento,
ademas de aumentar los niveles de estas hormonas ¢n
esos tejicdos estimule el transporte de ellas fuera del
fruto v una vez localizadas en el dardo, movilizadas
hacia la yema meristemdtica de éste, o alternativa-
mente, atrapadas por las hojas y redistribuidas pos-
teriormente hacia fa yema en donde indueirian la ini-
ciacidon floral, hipotesis que apoyaria la sugerencia
reportadas por Euckwill (8)

La inhibicion en la formacidn de yemas [lorales
causada por giberelinas, cuando se inyectaron el 9 de
julio {Figuras 15 y d) o 3 de julio (Figura 2d), con-
cuerdan con los resultados de Dennis y Edgerton (2)
y Guitridge (4) quienes reportaron la reduccion de
yemas florales cuando aplicaron gibereiinas en manza-
no Ll efecto inhibidor de estas substancias desapare-
¢id cuando fueron inyectadas el 29 de julio (Figura
3d y h) Una explicacion al respecto podria ser que

804 + DAMINOZIDA {d)
601
40

20

e

Q
No, FLORES/

1} DARDOS
804 .
B0 3 11
a0
] o}
204 1 |
4 [y
| B0
0- ERCEY D "N
o 4 F
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Fig 3. Tormacion de Hores en dardos det ov Egremont
Russet tratados con daminozida (2 000 ppm) o agua
(testigo) — dos semanas despucs de {loracién Estos
tratamicnios (véase la Ligura 1) fueron hechos §2
semanas  despuls de fa floracion. Las diferencias
significativas ab 3% (*) & 1% (**} de probabilidad
son indicadas
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para esa época, la iniciacion de la yema florat ya ha
tomado fugar. Por otro lado, la promocion {loraf cau-
sada por citocininas en esa época, se podria explicar
en términos de receptividad a hormonas especificas
por parte de algunas yemas aun meristenuiticas en
esa especie {rutal

Conclusiones

Bajo las condiciones en que se flevd a cabo el pre-
sente trabajo, se conciuye que en manzano la aplica-
cidén de daminozida sola o en combinacidn con zeati-
na origina un sumento significativo en la formacion
de yemas Horales Para que este efecto se presente,
se requicre la presencia de hojas en el dardo Efectos
contrarios son producidos cuando las giberelinas subs-
tituyen a la zeatina

Resumen

Los efectos de defoliacion, raleo de frutos, trata-
mientos con daminozida e inyecciones de varias hor-
monas en el dardo, fueron estudiados en relacion a la
formacion de yemas florales en manzano cv Egre-
mont Russett lLos tratamientos con giberelinas in-
hibieron ia iniciacion floral mientras que los de
zeatina sola o en combinacidn con daminozide es-
timularon marcadamente la formacion de yemas
florales Los resultados se discuten con base en la
posible funcion de las hormonas en el proceso de fa
iniciacion floral en manzano

3 de mayo de 1982

H RAMIREZ*
G V. HOAD®*

EY

Departumento de Horticultura, Universided Autonoma
Agrarin “Antonio Narro™ Saliilio, Coah ., México

% 1 ong Ashiten Research Station, Long Ashion Bristol BS18
9AT, England

Literatura citada

1 DAVIS, L. D Flowering and alternate bearing.
Proceedings of the American Society of
Horticultural Sciences 70:545-546. 1957

i

DENNIS. F. G vy EDGERTON, L. J Effects of
gibberellins and ringing upon apple [ruit
development and flower budformation Pro-
ceedings of the American Society of Horti-
cuitural Sciences 88:14-24 19006

3 GROCHOWSKA, M J vy KARASZEWSKA, A A
possible role of hormones in growth and
development of apple trees and a suggestion
on how to modify their action Acta Horti-
culturae 80:457-464 1678

4. GUTTRIDGE, C. G Gibberellic acid on apples
Report of the Scotish Horticultal Research
[nstitute {1961-1962):49 1962

5 HOAD, G V y RAMIREZ, H Lafuncién de las
giberelinas sintetizadas en las semiilas del
fruto para el control de {loracion en manza-
no Turrialba 30(3):284.288 1980

6 HUET, J. Etude des effects des feuilles et des
fruits sur Pinduction florale des brachy-
blastes du poirier Physiologie Vegetal [0(3 )
529.545 (972,

7 JACKSON, D 1.y SWEET, G B. Flower initia-
tion in temperate woody planis. Horticul-
tural Abstracts 42:924 (972

8 LUCKWILL, L. € Growth regulators in flower-
ing and fruit development. Pesticide
chemistry in the 20th century No 37 of
ACS symposium series:203-304 1977

9 MINNIS, D C F Flower-but initiation in
deciduous fruit trees with particutar refer-
ence to the apricot M Sc thesis, Lincoln
College, Canterbury N 7. 1970.

10 RAMIREZ, M Liffects of growth substances on
some  physiological processes in apple in
refation to [lower initiation. Ph D thesis,
University of Bristol, England 1979 191 p.

I RAMIREZ, H y HOAD, GV Efectos del dcido
sueeinico 2.2 - dimentil hidrazida (Damino-
zida) en los niveles de hormonss endogenas
en semillas inmaduras y su refacion con la
inicizcion  floral en manzano  Turrialtba
342252257 1084

P2 WERZILOV, W I PLOTNIKOVA | V. y ALE-
RANBROVA, W S Growth regulators in
relation o apple bud dilferentiation. Acts
Horticulturae 80:175 1978





