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PREFACIO

El Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Enseiianza (CATIE) -en la biisqueda del
bienestar de la poblacién rural y la proteccién del recurso natural de la Regi6n- orienta su
trabajo a través de su lema: “producir conservando y conservar produciendo” y con ese
enfoque desarrolla sus acciones.

La Semana Cientifica, como un foro institucional, se realiza desde 1993, en este afio
celebramos el iiltimo de estos eventos en el presente siglo. Por esta razén se retine en esta
ocasion el personal profesional de CATIE, los estudiantes de postgrado e invitados
especiales en torno al tema: Logros de la investigacion para el nuevo milenio.

Esta IV Semana Cientifica busca, ademads de presentar los logros de los dos ultimos aiios de
investigacion del CATIE, analizar y consolidar en foros y talleres de trabajo, las lineas de
investigacién institucionales y su integracion con los Programas de Educaci6n y Proyeccion
Externa.

Estas actas incluyen los resiimenes de ponencias y afiches presentados durante la IV
Semana Cientifica, asi como la programacion de las actividades del evento y las
publicaciones que el CATIE ha producido y difundido durante el periodo 1997-1998.

El Comité Organizador se permite dar sus reconocimientos a todas aquellas personas que
nos han brindado su colaboracién y apoyo en la organizacién y realizacién de este evento.
Asi mismo agradece la participacion de los conferencistas invitados, de los colegas de
instituciones cooperantes y el apoyo econdémico suministrado por el USDA.

Comité Organizador

Maria Elena Aguilar

Elkin Bustamante, Coordinador
Cecile Fassaert

Florencia Montagnini

Rosalba Ortiz

Galileo Rivas

Eli Rodriguez

Andrea Schlonvoigt
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Hora

8:00 - 8:30

Moderador:
Relator:

8:30 - 8:50

9:10 - 9:30

9:30 - 10:20

10:20 - 10:50

PROGRAMA IV SEMANA CIENTIFICA

6,7, 8 y 9 de abril, 1999

""Logros de la Investigacion para el Nuevo Milenio'

Martes 6 de abril
Inauguracién (R. Guevara, M. Kanninen, Elkin Bustamante)

Linea 1. Mejoramiento y Conservacion de Germoplasma
De Cultivos Agricolas y Especies Forestales

Nelly Vasquez
Carlos Navarro

Presentacién Linea 1. Maria Elena Aguilar

Exposicion 1. C. Navarro

Navarro, C. VARIACION GENETICA DE Swietenia macrophylla EN
CENTROAMERICA, IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION,
LA UTILIZACION SOSTENIBLE Y EL MANEJO.

Exposicién 2. F. Anthony
Anthony, F. ESTRUCTURACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA
EN LA ESPECIE Coffea arabica L., POR LOS MARCADORES
MOLECULARES RAPD.

Charla Magistral: R. Lastra, IPGRI/CIAT, Colombia
"BIODIVERSIDAD PARA EL DESARROLLO, EL RETO PARA EL
NUEVO SIGLO".

Sesién de Afiches/Café

1. Yah, E:; Ortiz, JL; Visquez, N.; Grapin, A.; Cote, F.
CRIOCONSERVACION DE SUSPENSIONES CELULARES
EMBRIOGENICAS DE Musa sp. INICIADAS A PARTIR DE
FLORES. '

3. Tapia, C.; Phillips, W.; Pérez, J. EVALUACION DE LA
DIVERSIDAD GENETICA DE LA COLECCION DE Pachyrhizus
tuberosus (LAM.) SPRENG. DEL CATIE USANDO CARACTERES



10:50 - 11:10

MORFOLOGICOS Y MOLECULARES.

4. Phillips, W.; Castillo, J. ARTIFICIAL INOCULATIONS IN CACAO
WITH THE FUNGI Moniliophthora roreri (CIF. PAR) EVANS er al.
AND Phytophthora palmivora (BUTL.) BUTLER.

5. Phillips, W.; Crouzillat, D. ANALISIS DE LA RESISTENCIA A
Phytophthora palmivora (BUTL.) BUTLER. EN CACAO USANDO
QTL.

((;.) Visquez, S.; Phillips, W.; Navarro, C.; Cornelius, J. ESTUDIO DE
~ LA VARIABILIDAD GENETICA A ESCALA MOLECULAR Y
CUANTITATIVA DE SEIS PROCEDENCIAS DE CAOBA
(Swietenia macrophylla KING) DEL AREA DE CENTROAMERICA

Y MEXICO.

7. Phillips, W.; Castillo, J. FIELD EXPERIMENTS TO SELECT HIGH
YIELD AND DISEASE RESISTANT CACAO GENOTYPES.

8. Mora, A.; Astorga, C.; Sinchez, R.; Bustamante, E.
CARACTERIZACION PRELIMINAR DE 51 ACCESIONES DE
AYOTE (Cucurbita moschata) DE LA COLECCION DEL CATIE.

9. Mora, A.; Astorga, C.; Sinchez, R.; Bustamante, E.
CARACTERIZACION DE 97 ACCESIONES DE CHILE DE LA
COLECCION DEL CATIE.

10. Hurtado, M.L.; Arze, J. CONSERVACION in situ DE FRIJOL
(Phaseolus  vulgaris) EN FINCAS DE AGRICULTORES,
CAJAMARCA, PERU.

(11) Aguilar, M.E.; Pérez, L.; Salazar, K. CRIOCONSERVACION DE

" APICES DEL VASTAGO DE CAOBA (Swietenia macrophvlla
KING) CULTIVADOS in vitro USANDO LA TECNICA DE
ENCAPSULACION-DESHIDRATACION.

Exposicién 3. H. Etienne

Etienne, H. REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE LA
SIEMBRA DIRECTA EN SUELO DE EMBRIONES SOMATICOS DE
CAFE PRODUCIDOS MASALMENTE EN BIORREACTOR.



11:10-11:30 Exposicién 4. W. Phillips
Phillips, W. MARCADORES MOLECULARES COMO

HERRAMIENTA PARA LA CARACTERIZACION Y
MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS.

/s
11:30 -12:30 Foro-Discusién: Introducci6n a cargo del Dr. Ramén Lastra
“PRIORIDADES DE INVESTIGACION EN RECURSOS GENETICOS” \ (.

12:30 - 13:30 Almuerzo /

Linea 2. Manejo Integrado de Plagas en Sistemas Agroforestales y Forestales

Moderador: Vera Sénchez
Relator: Manuel Carballo

Hora Martes 6 de abril
13:30 - 13:50 Presentacién Linea 2. E. Bustamante

13:50 - 14:10 Exposicion 1. L. Hilje
Hilje, L.; Merayo, A.; Fonseca, F. COBERTURAS VIVAS PARA EL
MANEJO DE MALEZAS E INSECTOS, DENTRO DE SISTEMAS
AGRICOLAS SOSTENIBLES

14:10- 14:30  Exposicién 2. E. Hidalgo
Hidalgo, E.; Carballo, M,; Séinchez, V.; Rivas, G.; Bustamante, E.
POTENCIAL DEL CONTROL BIOLOGICO EN EL MANEJO DE
PLAGAS EN SISTEMAS AGRICOLAS SOSTENIBLES.

14:30- 15:20  Charla Magistral. G. Cadena, Federacién Nacional de Cafeteros de

Colombia
"MANEJO DE PROBLEMAS FITOSANITARIOS EN LA
CAFICULTURA".

15:20 -15:50 Sesion de Afiches-Café

I. Rojas, L.; Godoy, C.; Hanson, P.; Kleinn, C.; Hilje; L. DIVERSITY OF
HOPPERS HOMOPTERA:AUCHENORRHYNCHA) IN COFFEE
PLANTATIONS WITH DIFFERENT TYPES OF SHADE, IN
TURRIALBA, COSTA RICA.



Hidalgo, E.; Shannon, P.; Flores, L. COLLECTION OF Bacillus
popilliae FROM THE TROPICAL AND SUB-TROPICAL
AMERICAS.

Brown, J.K.: Rivas, G.; Castro M.O.; Bustamante, E. DIAGNOSTICO
DEL SINALOA TOMATO LEAF CURLS VIRUS (STLCV) EN
COSTA RICA.

Rivas, G.; Viasquez, N.; Villalba, V.; Hilje, L.; Ramirez, P.
HISTOPATOLOGIA de GEMINIVIRUS EN TOMATE.

Hilje, L.; Cubillo, D.; Sanabria, G. EFICACIA DE COBERTURAS
VIVAS PARA EL MANEJO DE MOSCA BLANCA EN TOMATE.

Mancebo, F.; Hilje, L.; Mora, G.; Salazar, R. FAGODISUASION DE
EXTRACTOS VEGETALES SOBRE LARVAS DE Hypsipyla
grandella (ZELLER).

Hidalgo, E.; Flores, L. METODOS DE INOCULACION PARA LA
PRODUCCION in vivo de Bacillus popilliae EN LARVAS DE
Phyllophaga menetriesi.

Durdn, J.; Carballo, M. EFECTO DE Beauveria bassiana SOBRE LA
MORTALIDAD DEL PICUDO DEL CHILE Anthonomus eugenii.

/7Durén J.; Carballo, M. EFECTO DE FUNGICIDAS SOBRE LA

GERMINACION Y EL CRECIMIENTO DE Beauveria bassiana.

10. Pérez, J.E.; Sanchez, V. EFECTO DE SUSTRATOS Y

12.

13.

ANTAGONISTAS SOBRE TIZON TARDIO EN TOMATE.

Camacho, J.C.; Bustamante, E.; Jiménez, F.; Viasquez, N.
EVALUACION DE MICROORGANISMOS PROMOTORES DE
CRECIMIENTO E INDUCTORES DE RESISTENCIA EN BANANO
(Musa sp).

Hernandez, L.; Bustamante, E.; R'ivas, G.; Sianchez, V. ENMIENDAS

ORGANICAS: UNA OPCION PARA EL MANEJO DE LA -

MARCHITEZ BACTERIAL EN EL CULTIVO DE TOMATE.
Cardenas, J Bustamante, E.; Rivas, G.; Rivillas, C.; Pérez, C.
AISLAMIENTO DE Pseudomonas fluorescences ANTAGONISTA
POTENCIAL DE Rosellinia bunodes EN RAICES DE CAFE EN
COLOMBIA.



15:50 - 16:10
16:10 - 16:30
16:30 - 17:30

14. Rivas, G.. HONGOS ENDOMICORRIZICOS: UNA OPCION PARA
EL MANEJO DE Meloidogyne exigua EN CAFE.

15. Rivas, G.; Visquez, N. HISTOLOGIA DE RAICES DE CAFE Y
MUSACEAS COLONIZADAS POR HONGOS MICORRIZICOS Y
NEMATODOS.

16. Lugo, L.; Rivas, G.; Bustamante, E.; Rojas, T.; Visquez, N.
ENDOMICORRIZAS Y COMPOST: ALTERNATIVAS PARA EL
MANEJO ECOLOGICO DE Radopholus similis EN BANANO.

17. Méndez, E.; Staver, C.; Morales, S. UN METODO DE MUESTREO
DE MALEZAS PARA PRODUCTORES DE MAIZ Y FRIJOL EN
CENTROAMERICA.

18. Ziiiiga, C.; Sanchez, V.; Bustamante, E. EVALUACION DE[. EFECTO
DE PATOGENOS NATIVOS Y FACTORES DE ESTRES EN EL
CONTROL DE Rottboellia cochinchinensis.

19. Rugama, R.A.; Guharay, F. PARTICIPACION DE LAS FAMILIAS
RURALES EN LOS PROCESOS DE CAPACITACION Y SUS
CONOCIMIENTOS SOBRE PLAGAS Y PLAGUICIDAS.

Exposicion 3. D. Monterroso
Monterroso, D. INTERACCION PATOSISTEMAS-SOMBRA EN EL
SISTEMA CAFE.

Exposicién 4. D. Padilla

Padilla, D.; Staver, C.; Monterroso, D.; Guharay, F. Mendoza, R.; Aguilar,
A.; Monterrey, J.; Mendoza, E. LA IMPLEMENTACION
PARTICIPATIVA DEL MIP EN DIFERENTES ZONAS CAFETALERAS
EN NICARAGUA

Foro Discusién: Introduccién a cargo del Dr. Gabriel Cadena
“PRIORIDADES DE INVESTIGACION EN MANEJO INTEGRADO DE
PLAGAS”



Linea 3. Sistemas Agroforestales

Moderador: Reinhold Muschler
Francisco Jiménez

Relator:

Hora

8:00 - 8:20

8:20 - 8:40

8:40 - 9:40

9:40-10:10

NS

Miércoles 7 de abril

Presentacion Linea 3. J. Beer

Exposicion 1. D. Kass
Kass, D.; Schlonvoigt, A. AGROFORESTRY SYSTEMS FOR THE
PRODUCTION OF ANNUAL CROPS ON HUMID ZONE HILLSIDES.

Exposicién y Charla Magistral. F. L Sinclair, University of Bangor
Sinclair, F.L. SUGGESTIONS FOR FUTURE DIRECTIONS IN
AGROFORESTRY RESEARCH AT CATIE.

Sesion de Afiches/Café

Arco-Verde, M.F.; Kass, D.; Muschler, R.; Ibrahim, M.; Fernandez, E.C.
CAPACITY OF NITROGEN-FIXING TREES TO SUPPLY
NUTRIENTS TO MAIZE ON A BASE-DEFICIENT SOIL OF COSTA
RICA.

Cobo, J.;: Kass, D.; Muschler, R.; Arze, J.; Barrios, E.; Thomas, R.
GREEN MANURES AS A NUTRIENT SOURCE IN A TROPICAL
HILLSIDE AGROECOSYSTEM IN COLOMBIA.

Kass, D.; De Macedo Vasconcelos, J.L.; De Costa Tavares, F. LONG-
TERM EFFECTS OF APPLICATION OF ORGANIC RESIDUES TO
A SOIL DERIVED FROM VOLCANIC ASH.

De Almeida Nascimento, E.; Galloway, G.; Current, D.; Lok, R.; Prins,
C. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE ADOPCION
DE PRACTICAS AGROFORESTALES EN EL MUNICIPIO DE SAN
JUAN OPICO, EL SALVADOR.

Bellow, J.G.; Muschler, R.G. SCREENING FOR PROMISING TREE
ASSOCIATES FOR COFFEE IN CENTRAL AMERICA.

Calvo, G.; Somarriba, E. TIMBER SPECIES FOR SHADE IN NEW
AND OLD COCOA FIELDS.

Jiménez, F.; Alfaro, R. AVAILABLE SOIL WATER IN Coffea

arabica-Erythrina poeppigiana, C. arabica-Eucalyptus deglupta and C.
arabica MONOCULTURE PLANTATIONS.

6



8. Llanderal, T.; Somarriba, EE. SHADE CANOPY DIVERSITY IN
COFFEE PLANTATIONS AT TURRIALBA, COSTA RICA.

9. Lok, R.; Sandino, D. TRADITIONAL COCOA AGROFORESTRY
SYSTEMS IN WASLALA, NICARAGUA: ADOPTION OF
TECHNOLOGY AND ADAPTATION TO LOCAL ENVIRONMENT
AND PRIORITIES.

10. Lyngbak, A.E.; Muschler, R.; Sinclair, FL. PRODUCTIVITY,
LABOUR AND VARIABLE COSTS OF ORGANIC VERSUS
CONVENTIONAL COFFEE SMALLHOLDINGS IN COSTA RICA.

1. Meléndez, L. MICROENVIRONMENT AND AIR BOURNE * *
Moniliophthora roreri SPORE NUMBER IN COCOA PLANTATIONS
SHADED BY THREE DIFFERENT LEGUMINOUS TREE SPECIES. 2%9¢

12. Schlonvoigt, A.; Schlénvoigt, M. ROOT DISTRIBUTION IN Cordia
alliodora PLANTATIONS INTERCROPPED WITH Bactris gasipaes
IN SAN CARLOS, COSTA RICA.

* 13. Tavares, F.C.; Beer, J.; Jiménez, F.; Schroth, G.; Fonseca, C. COSTA
RICAN FARMERS' EXPERIENCE WITH THE INTRODUCTION OF
TIMBER TREES IN THEIR COFFEE PLANTATIONS.

14. Viera, B.J.; Kopsell, E.; Beer, J.; Jiménez, F.; Lok, R. FORESTRY
INCENTIVES TO ESTABLISH AND MANAGE TIMBER TREES IN
COFFEE FIELDS.

15. Schaeller, M.; Schroth, G.; Beer, J.; Jiménez, F. CONTROL OF
LATERAL ROOT EXTENSION OF FAST-GROWING TIMBER
SPECIES USING GRASSES AS BIOLOGICAL BARRIER.
;—X / ~16. Barrios, C.; Beer, J.; Ibrahim, M. CATTLE DUNG AS A TOOL FOR
PROTECTING COMMERCIAL TIMBER TREES IN
SILVOPASTORAL SYSTEMS.

17. Bolivar, D.; Ibrahim, M.; Kass, D.; Jiménez, F.; Camargo, J.
PRODUCCION Y CALIDAD FORRAJERA DE Brachiaria humidicola
EN MONOCULTIVO Y EN ASOCIO CON Acacia mangium EN UN
SUELO ACIDO EN EL TROPICO HUMEDO.

18. Botero, J.; Ibrahim, M.; Bouman, B.; Andrade, H.; Camargo, J.
EXPLORACION DE OPCIONES SILVOPASTORILES
SOSTENIBLES PARA EL SISTEMA GANADERO DE DOBLE
PROPOSITO EN EL TROPICO HUMEDO.



oy
i

10:10 - 10:30
s

10:30 - 10:50

10:50 - 12:00

12:00 -13:00

13:00 - 14:30

14:30 - 15:00

15:00 - 16:30

19. Dominguez, A.M.; Kass, D.; Ibrahim, M.; Jiménez, F. EFFECT OF
WOODY AND HERBACEOUS LEGUMES ON THE GROWTH AND
NUTRIENT CONTENT OF TWO TROPICAL GRASS SPECIES.

20. Flores, O.; Ibrahim, M.; Kass, D.; Andrade, H. CONTRIBUCION
ECOLOGICA DE LOS TANINOS DE ESPECIES LENOSAS SOBRE
LA UTILIZACION DE NITROGENO POR BOVINOS.

21. Gallo, L.; Somarriba, E.; Ibrahim, M.; Galloway, G. CRECIMIENTO
DE Panicum maximum BAJO Pinus caribaea.

‘/('224 Lépez, A.; Schlonvoigt, A.; Ibrahim; M., Kleinn, C.; Kanninen, M.
-~ CUANTIFICACION DEL CARBONO ALMACENADO EN UN

SISTEMA SILVOPASTORIL DE LA ZONA ATLANTICA DE
COSTA RICA.

23. Velasco, A.; Ibrahim, M.; Kass, D.; Jiménez, F.; Rivas. G.
CONTRIBUCION DE Acacia mangium EN EL APORTE DE
FOSFORO EN UN SISTEMA SILVOPASTORIL CON Brachiaria
humidicola BAJO SUELOS ACIDOS.

Exposicion 3. E. Somarriba
Somarriba, E.; Beer, J.; Muschler, R. AGROFORESTRY SYSTEMS FOR
PERENNIAL CROPS: RESEARCH IDEAS AND METHODOLOGIES.

Exposicién 4. Ibrahim, M

Ibrahim, M.; Schlonvoigt, A. SILVOPASTORIL SYSTEMS FOR
DEGRADED LANDS IN THE HUMID TROPICS.
ENVIRONMENTALLY FRIENDLY SILVOPASTORAL
ALTERNATIVES FOR OPTIMISING PRODUCTIVITY OF LIVESTOCK
FARMS: CATIE'S EXPERIENCE.

Foro Discusién: Introduccién a cargo del Dr. Francisco Jiménez
"PRIORIDADES DE INVESTIGACION AGROFORESTAL PARA LAS
AMERICAS".

Almuerzo

Taller 1

INVESTIGACION-EDUCACION.PROYECCION EXTERNA .
ARZE) ‘

Café

Continuacion Taller 1



Linea 4. Desarrollo de Tecnologias para el Manejo
Sostenible de Bosques y su Biodiversidad

Moderador: Ivan Valdespino
Relator: Eduardo Carrillo

Hora Jueves 8 de abril
8:00 - 8:20 Presentacion Linea 4. (F. Montagnini)
8:20 - 8:40 Exposicion 1. F.Mesén

Mesén, F; Cornelius, J.; Montagnini, . AVANCES EN LA
DOMESTICACION DE Vochysia guatemalensis.

8:40 - 9:00 Exposicion 2. J.J.Campos
Campos, J.J.; Ortiz, R. CAPACIDAD Y RIESGOS DE
ACTIVIDADES FORESTALES EN EL ALMACENAMIENTO DE
CARBONO Y CONSERVACION DE BIODIVERSIDAD EN FINCAS
PRIVADAS DEL AREA CENTRAL DE COSTA RICA.

9:00 - 9:50 Charla Magistral. G.de Las Salas, Universidad Distrital, Bogot4,
Colombia
“IMPORTANCIA Y POTENCIAL ECOLOGICO Y
SOCIOECONOMICO DE LOS BOSQUES SECUNDARIOS EN
AMERICA TROPICAL: PERSPECTIVAS PARA EL PROXIMO
MILENIO. ,

9:50 - 10:20 Sesion de Afiches/Café

l. Séaenz, G.; Guariguata, M. DINAMICA DE JUVENILES DE SEIS
ESPECIES ARBOREAS EN UN ROBLEDAL INTERVENIDO DE
LA CORDILLERA TALAMANCA, COSTA RICA.

\
2. Rosales, J.J.; Guariguata, M.; Finegan, B. SEED REMOVAL AND
SEED DISPERSAL IN TWO SELECTIVELY-LOGGED FORESTS .
WITH CONTRASTING PROTECTION LEVEL IN COSTA RICA.

3. Quirés, C.D. EFECTOS DE' LA DESVITALIZACION DE
ARBOLES SIN APLICACION DE ARBORICIDAS MEDIANTE
TRATAMIENTOS  SILVICULTURALES EN  BOSQUES
HUMEDOS LATIFOLIADOS.

4. Leighue, L.. Marmillod, D.; Villalobos, R.; Finegan, B.
ELEMENTOS FENOLOGICOS PARA LA SILVICULTURA DE
Quassia amara EN TALAMANCA, COSTA RICA.



Ceballos, J.; Marmillod, D.; Villalobos, R.; Guariguata, M.; Robles, G.
RESPUESTA DE  Carludovica palmata A  DIFERENTES
INTENSIDADES DE COSECHA DE HOJAS.

Robles, G.; Villalobos, R.: Marmillod. D.; Chang, Y. LA
ETNOBOTANICA COMO UNA HERRAMIENTA PARA
ORIENTAR LA DIVERSIFICACION DEL MANEJO SOSTENIBLE
DE LOS BOSQUES TROPICALES: EL CASO TERIBE.

Carrillo, E.; Sdenz, J. ECOLOGY AND CONSERVATION OF
COSTA RICAN WHITE-LIPPED PECCARIES AND JAGUARS.

Montagnini, F.; Guariguata, M.; Ribeiro, N.; Mariscal. A.
REGENERACION NATURAL EN PLANTACIONES PURAS Y
MIXTAS DE ESPECIES NATIVAS.

9. Pérez, L.D.: Ugalde, L.; Kanninen, M. PROPORCION DE MADERA

DE DURAMEN EN ARBOLES DE Tectona grandis Y Bombacopsis
quinata.

10. Pérez, L.D.; Ugalde, L.; Kanninen, M. DESARROLLO DE

12.

13.

ESCENARIOS PRELIMINARES DE CRECIMIENTO PARA
PLANTACIONES DE Tectona grandis Y Bombacopsis quinata EN
COSTA RICA.

Montero, M.; Ugalde, L.: Kanninen, M. INDICE DE SITIO PARA
Tectona grandis Y Bombacopsis quinata EN COSTA RICA Y SU
RELACION CON VARIABLES FISIOGRAFICAS, CLIMATICAS.
EDAFICAS Y FOLIARES.

Berninger, F.; Kanninen, M. MODELING THE GROWTH AND
DEVELOPMENT OF TEAK (Tectona grandis) USING PROCESS
BASED MODELS.

Shepherd, D.; Montagnini, . ACUMULACION DE CARBONO EN
PLANTACIONES MIXTAS Y PURAS EN EL TROPICO HUMEDO.

Ugalde A., L. MIRA. UN SISTEMA DE MANEJO DE

INFORMACION PARA EL MONITOREO DEL CRECIMIENTO DE
ARBOLES EN INVESTIGACION FORESTAL Y AGROFORESTAL.
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15. S;;Iazar, R.; Visquez, W. VALORACION DE SEMILLAS DE
Vochysia guatemalensis, Vochysia ferruginea Y Virola koschnyi.

- ( Ia Visquez, W.; Alvarez, M. RESUMEN DE COSTOS Y

~ RENDIMIENTOS DE PROCESAMIENTO DE FRUTOS Y
SEMILLAS EN EL BANCO DE SEMILLAS FORESTALES CATIE.

10:20 - 10:40 Exposicion 3. B.Finegan
Finegan, B.; Delgado, D.; Zamora, N. ECOSYSTEM BIODIVERSITY IN
LOWLAND TROPICAL RAIN FORESTS OF CENTRAL AMERICA:
CHARACTERISATION AND  APPLICATIONS TO LAND
MANAGEMENT.

10:40 - 11:00 Exposicion 4. D.Marmillod
Marmillod, D.; Villalobos, R.; Robles, G. CONSIDERACIONES
METODOLOGICAS PARA FIJAR EL APROVECHAMIENTO
PERMISIBLE DE ESPECIES VEGETALES NO MADERABLES.

11:00 - 12:00 Foro Discusion: Introduccion a cargo del Dr. Carl Jordan, University of
Georgia, USA
“RESEARCH PRIORITIES IN FORESTRY AND BIODIVERSITY IN
TROPICAL AMERICA FOR THE NEW MILLENIUM”".

12:00 - 13:00 Almuerzo

Linea 5. Analisis Socio-Economico de Sistemas de Manejo
y Politicas Ambientales de los Ecosistemas Tropicales

Moderador: Tania Ammour
Relator: Robert Hearne

Hora Jueves 8 de abril
13:00 - 13:20 Presentacion Linea 5 (M. Kanninen)

13:20 - 13:40 Exposicion 1. R. Ortiz

Ortiz, R. APLICACION DE EXPERIMENTOS DE ESCOGENCIA
MULTIPLE EN LA DISTRIBUCION DEL PAGO POR SERVICIOS

AMBIENTALES EN BOSQUES DE COSTA RICA.

13:40 - 14:00 Exposicion 2. J. Aguirre

Aguirre, J.: CERTIFICACION FORESTAL: TEMAS PENDIENTES.



14:00 - 14:50 Charla Magistral. B. Aguirre, Texas A&M University USA
MANEJO DE DESASTRES NATURALES.

14:50 - 15:20 Sesién de Afiches/Café

1. Current, D.; Zambrana, A.M.; Villarraga, L. ) DOS CASOS DE LA
ADOPCION DE SISTEMAS DE PLANTAR ARBOLES EN FINCAS
EN AMERICA CENTRAL.

2. Fassaert, C. LA APLICACION DE RAAKS EN EL PARQUE
NACIONAL PIEDRAS BLANCAS, COSTA RICA.
S )
“- 1 3.} Godoy, J.C.; Kanninen, M.; Ramirez, O.; Gémez, M. ANALISIS DE
“" '~ 7 LOS PROGRAMAS DE INCENTIVOS A LA REFORESTACION
IMPLEMENTADOS EN COSTA RICA.

AN

A

4. Gomez, D.; Prins, K. RACIONALIDAD DE PEQUENQS
AGRICULTORES DE CAFE EN NICARAGUA EN LA ADOPCION
DE MIP.

- K%Oniz, R.: Kanninen, M. EVALUACION ECONOMICA DEL SERVICIO
J -’ DE SUMIDERO DE CARBONO EN DIFERENTES ECOSISTEMAS
FORESTALES.

. 6> Soliz, B.; Kanninen, M.; Campos, J.J.; Aguirre, J. EL BALANCE DE
s CARBQNO Y SU VALOR ECONOMICO EN UN BOSQUE
SUBHUMEDO ESTACIONAL DE SANTA CRUZ, BOLIVIA.

15:20 - 15:40 Exposicién 3. K. Prins
Prins, K., Lok, R.; Current, D. CAMBIO E INNOVACION
TECNOLOGICA EN TIEMPOS DE ESCASEZ, ESTRES Y NUEVAS
. OPORTUNIDADES.
{15:40-16:00  Exposicion 4. J. Jones
Jones, J. APLICACION DE SIG (SISTEMA DE INFORMACION
GEOGRAFICA) PARA LA TOMA DE DECISIONES.

-X .~ 16:00-17:00 Foro Discusién: Introduccion a cargo de B. Aguirre, Texas A&M
N University USA
“PRIORIDADES DE INVESTIGACION EN ANALISIS SOCIO-
ECONOMICO DE SISTEMAS DE MANEJO Y POLITICAS
AMBIENTALES DE LOS ECOSISTEMAS TROPICALES PARA EL
SIGLO XXI”



8:30 - 10:00
10:00 - 10:30
10:30-11:00

11:00-12:00

Viernes 9 de abril
Taller 2
DIAGNOSTICO DE LA INVESTIGACION CON MIRAS A
GENERAR DISCUSIONES Y ENSENANZAS SOBRE LA
REORIENTACION DE LA INVESTIGACION EN EL CATIE
PARA EL PROXIMO MILENIO (M. Kanninen)
Café

Continuacion Taller 2

Clausura
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VARIACION GENETICA DE Swietenia macrophylla EN CENTROAMERICA,
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION, LA UTILIZACION
SOSTENIBLE Y EL MANEJO.

Carlos Navarro, Marvin Herndndez
Unidad de Biodiversidad, Area de Manejo de Bosques y Biodiversidad

Abstract

The performance of progenies of Swietenia macrophylla in Costa Rica was evaluated
through trials established in the north of the country, Alajuela province. The trials Upala
and Lagartera contain progenies of Costa Rica and the Laberinto trial contains material
from six Central American countries and Mexico. Root collar diameter, height, survival,
and attack of Hysipyla grandella were collected. Analysis of variance for those variables
was made, resulting in highly significative differences on height and diameter but not for
attack of Hypsipyla.

Heretabilities at 621 days for Upala were 0.54+ 0.02, 0.55 + 0.02 y 0.07 + 0.002 for
diameter, height and attack respectively. Laberinto at 251 days presented heretabilities for
diameter, height and attack of 0.55 <+ 0.008; 0.59 + .008 y 0.02 + 0.0006 respectively.
CVAG were 12.8 for diameter and 13.76 for height. Trial Lagartera was analyzed at 585
days and heretabilities of de 0.09 £0.005; 0.16 £ 0.008 y 0.12 + 0.005 for diameter, height
and attack, low values in this trial were caused by environmental error caused by flooding.
Areas of conservation for the species are mentioned in the different countries and activities
for management of the species are considered.

Introduccién

La Caoba (Swietenia macrophylla King) ha sido la especie mas importante comercialmente
de la familia Meliaceae en la costa Atldntica de Centroamérica, posee quizds la més larga
historia de explotacién en la mayoria de los paises y uno de los mercados de exportacién
mds tradicionales desde la historia de la conquista.

El Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefianza (CATIE) en colaboracién
con el Instituto de Ecologia Terrestre de Escocia desarrollan el proyecto Evaluacién de la
Diversidad Genética de Especies Arbéreas y trabaja con especies de importancia
econémica y ecoldgica en Centro América y el Caribe. En su primera fase ha laborado en
la exploracién, recolecciéon y andlisis de muestras de hojas y semillas de Swietenia
macrophylla, en un drea comprendida entre la Peninsula de Yucatdn en México y las selvas
del Darién en Panama.

Los objetivos del proyecto han sido: 1. Contribuir a la caracterizacién, conservacion y
utilizacion de los recursos genéticos de caoba a través de la generacion de la informacién
genética basica sobre Swietenia macrophylla; 2. La determinacién de los efectos de la corta
“selectiva y la fragmentacién de los bosques en la diversidad genética de S.macrophylia y 3.
La identificacion de poblaciones de Swietenia macrophylla de especial valor para la
conservacion y el mejoramiento genético.



Metodologia

Areas de estudio.

Los tres ensayos se encuentran en zonas de bosque himedo tropical asociacién climética
(Tropical moist forest). Esta zona se caracteriza por tener una biotemperatura entre 24 y
25 °C y alrededor de 2500 mm de precipitacion anual con un periodo seco de
aproximadamente 3 meses. En Los Chiles las condiciones de humedad son mas fuertes y la
precipitacion es de alrededor de 2885 mm anuales.

La prueba de progenie Laberinto se estableci6 en el norte de Costa Rica sobre suelos Typic
Tropaquept familia franca fina mezclada isohipertérmica, que son suelos mal drenados en
valles aluviales (gley y semi-turbosos), con poco desarrollo, presentan pequeiias
acumulaciones orgdnicas en la superficie. La topografia es plana. El ensayo La Lagartera
se encuentra sobre suelos Aquic distropept familia arcillosa fina mezclada isohipertérmica
poco evolucionados de caracteristicas dcidas y tendencia arcillosa con algunos problemas
de drenaje, en terrazas antiguas. (Latosol amarillo rojizo). El ensayo Upala se encuentra
sobre suelos Oxic dystropept familia arcillosa fina mezclada isohipertérmica, rojizos.
Profundos y bajos en bases asociados con suelos pardo rojizos pobremente drenados en
terrazas antiguas (Latosol pardo rojizo).

En total se probaron 92 progenies colectadas bajo el marco del Proyecto Diversidad
Genética de Caoba por Navarro y Herndndez (Navarro et al 1997), (Wilson et al 1997), de
siete procedencias México, Guatemala, Belice, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama.
Para detalles del disefio experimental y mediciones vea Navarro y Hernandez, 1998.

En relacién con la numeracion de las progenies el primer digito indica el pais de la
siguiente manera: | = México, 2 = Belice, 3 = Guatemala, 4 = Honduras, 5 = Nicaragua, 6
= Costa Rica, 7 = Panama.

Resultados y discusion

Se encontraron diferencias altamente significativas en las familias para la variable altura y
diametro en los tres ensayos (P = 0.0001), la variable ataque no fue significativa en el
ensayo de Laberinto, por lo que se puede decir con suficiente grado de seguridad que hay
una fuerte evidencia de la existencia de variacién en el crecimiento juvenil del didmetro y
la altura. Las heredabilidades obtenidas para el diametro y la altura son 0.55 y 0.57
respectivamente y el CVAG de 13 para el didmetro y 14 para la altura.

En las pruebas de comparacién de medias, las progenies 721 y 444 de Panama y Honduras
respectivamente presentaron los mejores crecimientos en diametro en el campo asi como
las progenies 444 y 564 en altura, esto utilizando como covariable la medicion a los 118
dias para eliminar el efecto de vivero, atin asi las diferencias tomando el periodo total
muestran a las mismas progenies como las mas precoces durante los primeros 251 dias. La
progenie 721 supera en un 127 % a la progenie de menor crecimiento en didmetro, de la
misma manera en altura la progenie 444 supera en un 131 % a la de menor crecimiento
progenie 726. Es interesante hacer notar que hay progenies en los primeros y ultimos
lugares de diferentes paises lo que indica que hay una variacion muy importante dentro de
las poblaciones y que se podria iniciar programas de mejoramiento a escala local en
cualquiera de los paises utilizando un buen rango de individuos dentro de las poblaciones.



Esto no indica que no haya variacién entre procedencias como si lo muestra el Cuadro 1
sino que existe suficiente variabilidad entre individuos en el 4mbito de pais. El Cuadro 1
muestra que analizando el ensayo como procedencias por pais, la procedencia de Belice
super6 a la procedencia Panama en un 29 % en didmetro y en 21 % para la altura, se puede
observar que las variaciones entre procedencias fueron porcentualmente menores que las
variaciones entre progenies mostradas en el pais.

Cuadro 1. Comparacién de medias Tukey para las procedencias en el ensayo Laberinto,
Los Chiles, Costa Rica a los 251 dias de plantado en el vivero.

Grupos Diametro N Proce- Grupos Altura N Proced
Tukey medio dencia  Tukey media encia'
A 22 401 4 A 108 55 2
B A 20 55 2 BA 105 401 4
B A 20 405 7 BAC 99 265 3
B 19 265 3 BDC 98 588 1
B C 19 588 1 BDC 97 436 5
B C 19 458 6 DC 93 458 6
C 17 436 5 D 89 405 7

1 Procedencias: 1=México, 2 = Belice, 3 = Guatemala, 4 = Honduras, 5 = Nicaragua, 6 =
Costa Rica, 7 = PanamaA.
2 Nes el nimero de individuos evaluados por procedencia

En el andlisis de varianza para el ensayo de progenies de Upala se encontré diferencias
significativas (P > 0.0001) para la variable didmetro y la variable altura no asi para la
variable ataque. El crecimiento de la caoba es sorprendente en esta zona, puede
considerarse de crecimiento rapido (> cm de didmetro al cuello de la raiz por afio y méis de
1 m de altura por aiio).

Los valores de heredabilidad en sentido estricto individual y para las familias de 0.54 y
0.76 respectivamente para el didmetro son més altos que los reportados por Cornelius, de
la misma manera se comportan los mismos pardmetros para la altura.

En las pruebas de comparacién de medias la progenie de mejor crecimiento fue la 93 de
San Emilio, un 4rea de bosque importante en el norte de Costa Rica, estd progenie fue
superior en un 45 % a la progenie 76 de Marabamba, para la variable didmetro a la altura
del cuello y en altura la misma progenie 93 super6 en un 50 % a la progenie 45 de Caiio
Negro, Los Chiles, Costa Rica. Estos datos muestran que existe suficiente variacion para
un programa de mejoramiento utilizando las progenies locales del norte del pais.

'

Los resultados del ensayo Lagartera en donde se produjo una inundacién por influencia de
un huracan que afecté el clima en esa zona, se observan que el efecto de las progenies no es
significativo para la variable didmetro, la altura es significativa (P > 0.01) asi como el
efecto ataque pero a un muy bajo nivel. Al comparar los resultados de los tres ensayos se
observa la importancia de mantener al médximo el mantenimiento de los ensayos y realizar
un control adecuado de las malezas. También el arado proporciona dadas las condiciones
de los suelos de esta zona, condiciones muy adecuadas para el crecimiento de la especie. El
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crecimiento en este ensayo a los 585 dias fue menor al obtenido en los otros dos ensayos,
este ensayo ademds de tener problemas de inundacion en los primeros estadios de
desarrollo, no tuvo una preparacién de arado y rastreo como si lo tuvieron los otros dos
€nsayos.

La media de incremento didmetrico anual en Lagartera es de 2.9 cm para el diametro,
mientras que en Upala es de 3.2 cm y en Laberinto es de 3 cm. Para la variable altura el
incremento medio anual obtenido para Lagartera fue de 1.14 m, 1. 44m en Upala y 1.42m
en Laberinto. EIl ensayo de Upala por estar en mejor condicion edaifica presenté los
mejores crecimientos.

Conclusiones

Considerando la alta variacién encontrada dentro de las poblaciones estudiadas es urgente
la conservaciéon de estas y el uso de las mismas en programas de reforestacién o
agroforestales. Algunas de las dreas mas importantes para su conservacion son: Calakmul
Reserva de la Biosfera, Estaciéon Experimental San Felipe, Parque Nacional Tikal, Parque
Nacional Bosawas, Parque Nacional Cerro Hoya, Parque Nacional Darién, Parque Nacional
Santa Rosa, Finca José Eduardo Rodriguez, Finca Rigoberto Abarca, Jardin Botanico
Lancetilla y Area Cooperativa Las Mangas.

Tanto para las progenies de Costa Rica (ensayos Upala y Lagartera), y las progenies
centroamericanas y de México existen altos niveles de variacion genética aditiva para los
valores de rendimiento en altura y didmetro. Las mejores progenies fueron en Laberinto
la 721 de Panama y la 444 de Honduras para la variable didmetro y en altura las progenies
444 y 564 de Nicaragua. En el ambito de procedencias Belice y Honduras ocuparon los
primeros lugares en crecimiento en didmetro y altura. Para el ensayo de Upala de progenies
de Costa Rica, se encontrd que las progenies 93 y 51 presentaron los mejores crecimientos
en altura y didmetro.

En relacidon con resistencia al Hypsipyla no se encontré variacién en cuanto a la presencia o
no de ataque del barrenador en ninguno de los tres ensayos, la mejor significancia fue en
Lagartera al 0.009, que aunque es baja muestra parcialmente que aquellos individuos de
mayor precocidad pueden responder mejor al ataque.

La heredabilidad y el coeficiente de variacién genética aditiva fueron altos para la altura y
el didmetro, estos valores indican que es posible obtener ganancias genéticas considerables.

La metodologia de coleccion de germoplasma permitid realizar una prospeccién adecuada
para el estudio de los recursos genéticos de los bosques centroamericanos.

Se recomienda la combinacién de estudios cuantitativos con estudios de marcadores
moleculares en el estudio de la diversidad genética de las especies.
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ESTRUCTURACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA EN LA ESPECIE Coffea
arabica L., POR LOS MARCADORES MOLECULARES RAPD

Frangois Anthony', Olmin Quiros', Hervé Etienne', Philippe Laghcrmcsz. Benoit Bertrand', Unidad de
Biotecnologfa, Area de Agricultura ecoldgica, CATIE
? Laboratorio GeneTrop, IRD (Francia)

Abstract

Genetic diversity was studied among 89 wild coffee (Coffea arabica) accessions collected
in Ethiopia, six Ethiopian cultivars and two world wide cultivars, using RAPD markers.
Twenty nine polymorphic fragments were used to calculate similarity index and construct a
dendrogram. The results were consistent with known dispersal of wild material and
selection process in the world.

Introduccién

El café es el producto agricola de exportacién, mas importante en el comercio mundial. La
especie Coffea arabica L. produce 71 % del consumo mundial. Las variedades tradicionales
derivan de dos poblaciones basicas, descritas como dos tipos botanicos distintos C. arabica
var. typica 'y C. arabica var. bourbon (Krug et al., 1939). Las dos variedades mds
cultivadas en el mundo, el Caturra que proviene de una mutacién en el Bourbon y el Catuai
que es un hibrido (Caturra x (Typica x Bourbon)), tienen un alto nivel de produccién y
producen un café de buena calidad. Sin embargo, debido a su base genética muy estrecha,
presentan un comportamiento agrondmico muy homogéneo y son susceptibles a la mayoria
de las plagas y enfermedades que atacan al cultivo.

Una solucion genética existe para superar las fuertes limitaciones encontradas en los
programas de mejoramiento genético, utilizando los individuos silvestres de Etiopia como
fuente de diversidad genética (Anthony et al., 1999). Sin embargo se ha hecho una
utilizacién muy limitada de estos materiales porque no se conocia la estructura de su
diversidad genética.

El desarrollo de los marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), generado por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ha permitido examinar
las variaciones genémicas sin tener conocimientos previstos sobre las secuencias de ADN
(Welsh y McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Este método no requiere usar sondas
radioactivas, es rdpido y requiere bajas cantidades de ADN relativamente crudo. En café,
fue utilizado para detectar la diversidad genética en un muestreo reducido de individuos
silvestres y cultivados (Lashermes et al., 1996).

En el presente estudio, se utilizaron los RAPDs para analizar la diversidad genética en un
muestreo amplio del material silvestre recolectado en Etiopia y conservado en el
germoplasma del CATIE. Se incluyeron variedades de Typica y de Bourbon, con el
objetivo de precisar la diferenciacién genética entre los materiales silvestres y cultivados.

Metodologia

Material del estudio.

El material estudiado se compone de:

e 89 individuos silvestres y subsilvestres, recolectados en Etiopia por la FAO (1968) y el
ORSTOM (Guillaumet y Hallé, 1978). Los calificativos “silvestre” y *“sub-silvestre”
hacen referencia a individuos recolectados respectivamente en los bosques y en fincas,



donde las presiones de seleccion fueron bajas. La mayoria de estos individuos (79 %)
provienen de las provincias de Kaffa y Ilubador, donde se cultiva el café desde muchos
siglos;

e 6 variedades seleccionadas en Etiopia (Amphilo, Dalle, Dilla Alghe, Irgalem, Loulo,
Tafari Kela);

e 2 variedades Typica y Bourbon.

Aislamiento del ADN

Aproximadamente 2.5 g de hojas frescas, recolectadas en el germoplasma del CATIE,
fueron reducidos en un polvo fino utilizando nitrégeno liquido. Después de agregar 25 ml
del tampdn de extraccién [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.5 mM EDTA (pH 7.5), 125 mg
bisulfito de sodio] y de una filtracién, se centrifugaron las muestras por 5 min. a 6 000
r.p.m. a 4°C. Se resuspendié el precipitado en 4 ml del tampén de extraccién resfriado.
Después de mezclarlo con S ml del tampén de lisis [200 mM Tris-HCI (pH 8.0), S mM
EDTA (pH 7.5), 2 M NaCl, 55§ mM CTAB] y con 2 ml de sarkosil a 5§ %, las muestras
fueron incubadas por una hora a 65°C. Después de agregar 5 ml de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se agitaron las muestras por inversiones repetidas, y se centrifugaron por
10 min. a 9 000 r.p.m. a 4°C. Agregando un volumen igual de isopropanol glacial a la fase
liquida, el ADN precipité a la temperatura ambiente. El ADN se limpié en el etanol a 70 %
y se resuspendié en un tampén Tris-EDTA. Se control6 la calidad del ADN por
electroforesis, corriendo un gel de agarosa a 1.2 % en un tamp6n TBE (Tris-Borate-EDTA)
medio concentrado. Se observaron las bandas de ADN bajo una lampara ultravioleta,
después de su coloracién con el bromuro de etidio. Se estimé la cantidad de ADN
utilizando un mini-fluorometro.

Amplificacion del ADN

Se produjeron los RAPD en un volumen de 25 pl, con 10 ng de ADN, 150 pM de cada uno
de los dinucleotidos dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 12 mM de Tris-HCI (pH 8.3), 60 mM de
KCl, 1.8 mM de MgCl,, 0.2 a 1 pM del blanco de la reaccién, 0.75 unidad de AmpliTaq
ADN polimerasa. Después de una etapa inicial de desnaturalizaciéon de 4 min. a 95°C, se
realizaron 40 ciclos de 1 min. a 93°C, 1 min. a 35°C y 2 min. a 72°C. El qltimo ciclo fue
seguido por 7 min. a 72°C. Se separaron los productos amplificados por electroforesis, en
un gel de agarosa a 1.8 %. Se observaron las bandas de ADN bajo una lampara ultravioleta,
después de su coloracién con el bromuro de etidio. Se estimé el tamafio molecular de los
RAPD:s utilizando una escalera molecular de 123 pares de bases (pb) como estdndar.

Andlisis de los datos

Se transformé la matriz de presencia/ausencia de los fragmentos polimorficos en una matriz
de similitud, utilizando el indice de similitud de Nei y Li (1979):

S;j=2a/(2a + b + c), donde S;; es la similitud entre dos accesiones i y j, a es el nimero de
fragmentos presentes en i y j, b es el nuimero de fragmentos presentes en i y ausentes en j, y
c es el nimero de fragmentos presentes en j y ausentes en i. La matriz de similitud fue
analizada por el método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic
averages).
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Resultados y discusion

Estructura de la diversidad genética

De los 150 blancos de reaccién probados en el estudio, 16 (10.7 %) detectaron diferencias
entre las muestras analizadas, generando perfiles de bandas reproducibles. Estos blancos
produjeron 106 fragmentos, de los cuales 29 fueron polimorficos. La mayor parte del
polimorfismo fue observado en los individuos silvestres y sub-silvestres de Etiopia. De uno
a seis loci polimorficos fueron producidos por blanco. El nimero de loci polimorficos por
blanco fue superior en nuestro estudio que en el estudio preliminar de Lashermes et al.
(1996), respectivamente 1.81 y 1.25, debido a un muestreo mds amplio del material
silvestre. El tamaiio de los fragmentos polimorficos varié entre 260 y 2 300 pb.

Los 29 loci polimorficos fueron utilizados para analizar las relaciones entre los 97
individuos de café. La clasificacion construida por el método UPGMA basado en el indice
de similitud de Nei revel6 una estructura en tres grupos genéticos: los individuos silvestres
y sub-silvestres de Etiopia, el Typica y el Bourbon. La mayoria de los Etiopes se agruparon
juntos por su alto nivel de similitud. Algunos Etiopes como E-7, E-17, E-20, E-22, E-237,
E-238 y E-525, aparecieron diferentes. Estos Etiopes, excepto el E-525, fueron recolectados
en las provincias del Harar y del Sidamo, las cuales se encuentran al Este de la fosa
tectonica llamada “The great rift valley”. Es probable que esta fosa que cruza la Etiopia del
Nordeste al Sudoeste, jugé un papel muy importante en la evolucion del material silvestre,
aislando las poblaciones silvestres por ambos lados.

Solamente tres Etiopes se clasificaron con las variedades cultivadas: E-123 y E-156 con el
Typica, y E-579 con el Bourbon. Estudios complementarios son necesarios para precisar las
posibles filiaciones.

Las variedades de Etiopia se clasificaron en los tres grupos, mostrando una gran diversidad
genética entre si. Las diferencias entre las variedades Dalle y Irgalem, cuyo origen es el
mismo pueblo Dalle, llamado también Irgalem (FAO, 1968), constituye una prueba del
importante polimorfismo presente en los individuos silvestres.

Esta clasificacion en tres grupos genéticos se explica por la historia de la caficultura en el
mundo. Las variedades cultivadas de Typica y de Bourbon derivan de una base genética
muy estrecha, difundida al inicio del siglo XVIII a partir de Etiopia su centro de origen, via
el Yemen. La primera introducciéon de Typica a Amsterdam se compuso de una planta
tdnica, la cual tuvo un papel excepcional en la creacion varietal (Chevalier y Dragon, 1928,
Carvalho, 1946). Las variedades de Bourbon tuvieron como origen plantas introducidas en
la isla Bourbon (ahora Reunién).

Diferenciacion genética

Los valores de similitud genética y de distancia genética revelaron un bajo nivel de
diferenciacion entre los tres grupos. La diferencia mds grande se encontré entre los dos
grupos cultivados Typica y Bourbon; entre ellos se calcul6 un indice de similitud de 0.829.
Los Etiopes presentaron valores de similitud idénticas con los dos grupos cultivados, 0.857
con el Typica y 0.855 con el Bourbon.

Las altas similitudes entre los Etiopes. el Typica y el Bourbon, demuestran que la base
genética de las variedades cultivadas ha poco variado en los tres siglos de seleccion. Dos
factores pueden explicar este resultado: la duracién de los ciclos de seleccion en el café
(unos 20 anos) que limité el nimero de generaciones, y el modo de reproduccién, la
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autogamia preferencial de aproximadamente 90 %, que favorecié una homogeneizacién de
las estructuras genéticas individuales.

Conclusiones

Nuestros resultados confirmaron el bajo polimorfismo observado en la especie C. arabica
por otros estudios al nivel del ADNcp y del ADNr. Sin embargo, la utilizacién de los
individuos silvestres en los programas de mejoramiento genético representa una solucién
sostenible para enriquecer la base genética de las variedades cultivadas. Los hibridos F1
entre variedades y Etiopes, en curso de seleccion en América central, presentaron una
ganancia de produccién que superé frecuentemente los 30 % (Bertrand et al., 1997).
Ademds del vigor hibrido, se puede transferir caracteres de interés agronémico, observados
en los Etiopes, como la resistencia a varias plagas y enfermedades.
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CRIOCONSERVACION DE SUSPENSIONES CELULARES EMBRIOGENICAS
DE MUSA SP. INICIADAS A PARTIR DE FLORES INMADURAS

Emelda Yah, Juan Luis Ortiz, Nelly Vasquez, Agnes Grapin, Francois Cote.
Unidad de Biotecnologia, Area de Agricultura Ecoldgica

Abstract

Suspension cultures constitutes a valuable technique for the improvement of Musa spp as a
source of material for genetic transformation, somatic hybridization by protoplast fusion
and massive propagation. Cryopreservation offers a promising alternative for the
conservation and management of these suspensions.

In the present work, an existent protocol of cryopreservation was optimized for its
efficiency in embryogenic cell suspensions of Musa spp., iniated form inmature flowers.
Four experiments were realized independently using celular suspensions of cv. Dominico
(Musa AAB). In each experiment, one of the process of the protocol was modified:
crystallization induction, pretreatment conditions, cellular recuperation, and pregrowth
treatment with sucrose and lactose. The optimized protocol was applied in embryogenic
cell suspensions of Musa and four out of five cultivars withstood cryopreservation (
Dominico, SF 265; Currare 3; and Col 49 2.8.)

Introduccion

Los bananos y plitanos son seriamente amenazados por plagas, numetosas enfermedades
virales y fungosas, asi como por desastres naturales. Esto ha incrementado en los dltimos
afios el interés por la conservacion del germoplasma vegetal con el fin de asegurar una base
genética amplia y diversa que permita la existencia de fuentes potenciales de materiales
para los trabajos en fitomejoramiento. Técnicas de crioconservacién estan siendo utilizadas
para el almacenamiento de tejidos vegetales por perfodos indefinidos ¢on garantia de su
estabilidad genética. Esta modalidad de almacenamiento tiene ademads la ventaja de que los
costos de mantenimiento, de labor y espacio se reducen al mdximo.

Dichas técnicas estan siendo empleadas en CATIE para conservar diferentes materiales
vegetales, entre los que se encuentran suspensiones celulares embriogénicas de diferentes
cultivares de Musa, producidas como parte del trabajo de investigacién

Metodologia
Haciendo uso del Método de Panis et al (1990), se optimizé el protocolo para la
crioconservacion de suspensiones celulares de Musa spp. iniciadas a partir de flores
inmaduras (Escalant et al, 1994 y Grapin et al, 1998). Para ello se utilizaron suspensiones
embriogénicas de Gros Michel “3” (AAA), Dominico “1” (AAB), Curraré “3" (AAB), SF
“265" (AA), Col “49 2.8” (AA).
Se realizaron ensayos preliminares para el precultivo de suspensiones celulares, utilizando
diferentes concentraciones de sacarosa.
Seguidamente se probé el DMSO al 7.5% 'y diferentes concentraciones de sacarosa
como crioprotectores. Posteriormente las muestras fueron enfriadas a 1°C/min hasta -
40 °C antes de transferirlas al nitrégeno liquido (-196 °C) por 24 horas. Dependiendo
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del experimento, la cristalizacion del crioprotectante fue inducida autométicamente con
el congelador programable (CRYOMED). El descongelamiento se llevé a cabo en
bafio Maria, de donde se pasé a la recuperacién y determinacién de la variabilidad del
material en medio sélido.

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos demostraron que la induccién de la cristalizacién es
indispensable para la recuperacién de las células después de la descongelacién.
Resultados similares han sido encontrados en otras especies ( Aguilar et al, 1993;
Engelmann et al, 1994; Dussert et al, 1991).

El crecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas ocurri6 en siete dias, para lo
cual las concentraciones ptimas de sacarosa durante el pre-tratamiento fueron de 90
g/l (0.26 M) y 135 g/1(0.39 M), siendo 0.39 M la que presenté mayor efectividad.

La recuperacién celular fue més efectiva en medio sélido con un plateo de alta
densidad.

El protocolo optimizado aplicado a diferentes suspensiones celulares embriogénicas de
Musa, mostré que cuatro de cinco cultivares resistieron la congelacién (Dominico, SF
265,Curraré3 y Col 49 2.8)

La eficiencia del protocolo fue calculada a razén del nimero de embriones producidos
después del plateo de las suspensiones celulares crioconservadas contra el nimero de
embriones producidas en una suspension celular no crioconservada.

La prueba de viabilidad celular realizada 48 horas después de la descongelacion con
diacetato de fluoresceina (FDA) fue un indicador para determinar la eficiencia de esta
metodologia.
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EVALUACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE LA COLECCION DE

Pachyrhizus tuberosus (LAM.) SPRENG. DEL CATIE USANDO CARACTERES
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Summary

The objective of this research was to evaluate the genetic diversity of CATIE’s Pachyrhizus
tuberosus collection by through a morpho-agronomic and molecular characterization of 31
accessions. For the morphologic characterization, a total of 70 qualitative and quantitative
characters were analyzed. In addition, the size of the minimum sample was obtained and
the genetic variability evaluated. Ten qualitative characters and seven quantitative
characters with greater discriminating power were used to identify groups, and samples
within groups. For the molecular characterization, RAPD markers were used and by means
of the distance matrix, dendograms, "bootstrap” and canonical discriminate analysis, the
variability of the collection was determined. Ten "primers" were identified obtaining 32
polymorphisms, being seven "primers" the ones that contributed the most to differentiate
between groups, to find duplicates, "label mistakes" and to characterize the individuals. In
addition, the relationships within both types of characterization were identified by means of
correlation based on the distance matrix.

Introduccion

Jicamas es el nombre genérico empleado para designar a cinco especies leguminosas
tuberiferas pertenecientes al género Pachyrhizus, dos silvestres y tres cultivadas. Dentro de
éstas ultimas, las mds importantes son, P. erosus que es originaria de mesoamérica y P.
tuberosus nativa de Sur América. Se consideran especies promisorias debido a varias
razones: a) su alto potencial de produccién de materia orgédnica para uso humano y animal,
b) su alto contenido de proteinas (de 3 a 5 veces mds que otras raices como yuca o camote),
c) su capacidad para fijar nitr6geno y, d) su alto contenido del insecticida natural
“rotenona’ (Phillips, Morera y Sorensen 1993, Sorensen et al. 1997).

El CATIE inicié en 1985 una coleccion de jicamas (Pachyrhizus spp) como parte del “Yam
Bean Project”, coordinado a escala mundial por la Roval Veterinary and Agricultural
University de Dinamarca. Actualmente la coleccién del CATIE cuenta con 180 entradas
procedentes principalmente de Meso y Sudamérica. Mairquez (1992), evalué
morfoagronémicamente 40 entradas de P. erosus y definié una lista de descriptores para
esta especie. Los genotipos de P. tuberosus atin no han sido evaluados, lo cual seria de
importancia porque se considera a esta especie como la segunda con mayor potencial luego
de P. erosus.

La caracterizacién de germoplasma debe ser el paso inicial para la utilizacion de especies
que, como las jicamas, no han contado con programas amplios de mejoramiento. Aqui los
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bancos de germoplasma tienen que jugar un papel protagénico, identificando materiales
superiores que permitan incrementar las opciones agricolas en los trdpicos.
Tradicionalmente, las colecciones se han evaluado usando descriptores morfolégicos y
agronémicos que han producido informacién de utilidad, pero que tienen varias
desventajas, dentro de las cuales la mis importante es que estin influenciados por las
condiciones ambientales. Las técnicas moleculares disponibles actualmente, permiten
evaluar en forma directa, el contenido de ADN de los genotipos, logrando una
caracterizacion mds precisa a escala genética, que puede ser usada en forma
- complementaria con las evaluaciones fenotipicas.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad genética de las 31 entradas que
conforman la coleccién de P. tuberosus del CATIE, mediante la caracterizacion
morfoagronémica y molecular usando marcadores RAPD. Los objetivos especificos
fueron:

e Estimar el tamaiio de muestra 6ptimo para los diferentes descriptores morfolégicos
utilizados.

e Identificar los caracteres cuantitativos y cualitativos mas confiables y de alto valor
discriminante que permitan reconocer relaciones genéticas entre grupos y entradas de
jicama

e Comparar la diversidad genética detectada por los caracteres morfolégicos y los
marcadores moleculares del ADN.

e Definir una estrategia a ser usada en los andlisis de la diversidad genética de otras
colecciones de germoplasma del CATIE.

Metodologia :

Caracterizacion morfoagronomica: Se evaluaron las 31 entradas de P. tuberosus
contenidas en la Coleccién de Germoplasma del CATIE. Los genotipos fueron sembrados
en Turrialba, Costa Rica bajo un Disefio Completamente al Azar con 35 repeticiones. Para
la caracterizacién morfoagrondmica se uso la lista original de descriptores de P.erosus de la
Unidad de Recursos Fitogenéticos del CATIE (Morera, 1992), modificada por Marquez
(1992). Se hicieron ajustes, para adaptar la escala a la morfologia propia de P. tuberosus.
Para la caracterizacion de los genotipos se usaron 30 descriptores cualitativos y 40
cuantitativos. Para cada descriptor se calcul6 el tamafio minimo de muestra.

Caracterizacion molecular: se realizé6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del
CATIE. Para las extracciones de ADN se usé el método CTAB-minipreparaciones (Harris,
1996) aplicado a hojas jévenes congeladas. La amplificacion del ADN se realizé en un
Termociclador Perkin Elmer 9600. Se evaluaron 86 primers o iniciadores a una
concentracion entre 0,2 y 1 uM, seleccionando aquellos que mostraban bandas polimérficas
entre genotipos. Por medio de matrices de distancia, dendogramas, “bootstrap” y andlisis
discriminante candnico se determiné la variabilidad de la coleccion. Para el estudio de la
relacion entre datos morfoldgicos y moleculares se utilizé las matrices de distancia
moleculares “X” (Nei y Li, 1979) y las morfoldgicas “Y" (Gower 1967); y se correlacioné
entre ellas con el estadistico Mantel (Mantel, 1967).
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Resultados y discusion

La evaluacion de la variabilidad genética de la coleccion de P. tuberosus a través de su
caracterizacion morfoagronémica y molecular, permitié identificar cuatro grupos de
materiales que coinciden casi por completo, con la clasificaciéon propuesta por Sorensen
(1996), quien se bas6 en datos etnobotdnicos y en pocos caracteres fenotipicos pero de
cierta importancia discriminante.

Se identificé tanto entre grupos como entre entradas dentro de grupos, 10 caracteres
cualitativos y 7 cuantitativos con un mayor poder discriminante, siendo la forma y tipo del
I6bulo del foliolo de la hoja, color de la pulpa de la raiz, hdbito de crecimiento, dias a la
floracion y dias a la madurez fisiolégica, los caracteres mds ttiles para una descripcion
inicial de los genotipos. La muestra minima para caracteres cualitativos fue de | a §
repeticiones y para caracteres cuantitativos como la relacién largo/ancho del foliolo
principal de la hoja y dias a la madurez fisiolégica de la vaina, de 20 a 50 individuos. Los
caracteres cuantitativos con menor variabilidad genética fueron la longitud de la flor, ancho
del estandarte, relacién largo/ancho del foliolo de la hoja y dias a la madurez fisioldgica.

Con los datos obtenidos con la caracterizacién morfoldgica, se determinaron cuatro grupos
genéticos que coinciden con los tres grupos en que tradicionalmente se han clasificado los
genotipos de P. tuberosus: ashipas (grupo | y 4), chuines (grupo 2) y jiquimas (grupo 3).

En el andlisis molecular se seleccionaron diez iniciadores que mostraron un total de 32
bandas polimérficas, siendo siete de ellas las que mds aportaron para diferenciar entre
grupos. El andlisis molecular produjo una caracterizacion mas eficiente de los genotipos,
permitiendo la deteccién de duplicados y errores de identificacion en las entradas, y en
términos generales, haciendo un agrupamiento mds consistente de los genotipos. Fue
posible identificar dos genotipos que aparentemente corresponden a materiales hibridos
entre P. tuberosus y P. erosus (Sorensen, comunicacion personal), y no a P.tuberosus,
como sus datos de pasaporte lo indican.

Con base en la informacién molecular se generaron tres grupos, en concordancia con la
clasificacion morfo-etnobotdnica hecha por Sorensen (1996), es decir, chuines, ashipas y
jiquimas, ademds dos individuos que son los mds divergentes de los otros tres grupos, las
ashipas TC118 y TC525. Esto a parte de ser coherente, muestra claramente que la técnica
de RAPDs y los métodos analiticos usados, son herramientas poderosas para la
caracterizacion de germoplasma.

Los procedimientos usados permitieron establecer relaciones estadisticas significativas
entre los datos moleculares y los morfoldgicos. Los caracteres cualitativos son los que mds
aportaron para la obtencién de valores de correlacion significativos, al contrario de los
caracteres cuantitativos que presentan bajas correlaciones con los datos moleculares.
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Conclusiones
La caracterizacién morfolégica de los genotipos permitié definir una serie de descriptores
ttiles por su importancia agronémica, o por su valor para clasificar e identificar grupos
genéticos. Ambos tipos de caracteres pueden simplificar el mejoramiento genético de
P.tuberosus y dar algunas luces con respecto al manejo de otras colecciones de
germoplasma.

Los caracteres cualitativos mas discriminantes fueron: forma y tipo del I6bulo del foliolo
central de la hoja, color de la pulpa de la raiz, forma de la semilla, velocidad de crecimiento
del tallo principal, color de los sépalos de la flor, color del tallo, hdbito de crecimiento,
curvatura de la vaina, color de la vaina inmadura. Los caracteres cuantitativos que mas
discriminan son: nimero de dias a la floracién, nimero de dias a la madurez fisiol6gica de
la vaina, ancho y la relacién L/A del foliolo principal de 1a hoja y ancho de la vaina.

Por otro lado, los marcadores RAPD’s lograron evaluar en forma precisa la variabilidad de
P. tuberosus, ubicar correctamente los materiales, identificar duplicados y errores de
etiquetado de las entradas, cuya aplicacién puede favorecer notablemente el uso y manejo
del germoplasma. Las correlaciones significativas encontradas entre los dos grupos de datos
ratifican, la complementariedad que ambas caracterizaciones pueden tener.
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ARTIFICIAL INOCULATIONS IN CACAO WITH THE FUNGI Moniliophthora
roreri (Cif. Par) Evans et al. AND Phytophthora palmivora (Butl.) Butler

Wilbert Phillips Mora, José Castillo
Unidad de Biotecnologia, Area de Agricultura Ecolégica

Resumen

Las enfermedades fungosas son uno de los principales factores que limitan la produccién
de cacao a escala mundial. EI CATIE ha desarrollado metodologias efectivas para
seleccionar materiales resistentes a los principales patégenos de la regién como son,
Moniliophthora roreri 'y Phytophthora palmivora. Con ellas se ha determinado la reaccién
de mds de la mitad de los casi 800 clones de la Coleccion Internacional de Germoplasma y
se ha seleccionado un grupo de genotipos sobresalientes que ya han sido incluidos en el
programa de mejoramiento genético. Las técnicas de inoculacién se han usado también, en
estudios tendientes a conocer como se segrega la resistencia a M.roreri y en el andlisis de
los QTL (Quantitative Trait Loci) relacionados con la resistencia a este hongo.

Introduction

It is known that fungal diseases are one of the most important limiting factors for cacao
production worldwide. In Tropical America the most important diseases are moniliasis (M.
roreri), black pod disease (Phytophthora spp), and witches’ broom (Crinipellis
perniciosa). Witches’ broom is found in South America until the southern part of Panama,
so that, this disease is not included in the studies conducted at CATIE. Black pod disease
is the most widely spread disease in the world, causing losses estimated at 30% (Wood and
Lass 1985). Moniliasis is also a very destructive disease present only in America, which
can cause 60-80% pod losses (Zadocks 1997). The extensive damage in Costa Rica since
its appearance in 1978 demonstrates the large destruction potential of the fungus (Enriquez
et al. 1981). Between 1978 and 1983 cacao production in this country declined by 72%
and dry cacao beans exports decreased by 96%. The disease’s impact in Panama, Costa
Rica, and Nicaragua has provoked that nowadays, this region is not able to fulfill its
domestic cacao demand.

The cost to control cacao diseases using fungicides and/or cultural practices is high and its
effect is variable. The use of resistant genotypes would produce a more ecological and
accessible control for producers, but little has been done to this respect. This is due,
among other things, to the unavailability of enough resistant sources and to the lack of
continuity of genetic improvement programs. CATIE has developed efficient evaluation
methodologies for different cacao pathogens (Phillips and Galindo 1988; Phillips and
Galindo 1989; Nuiiez, Galindo and Phillips, 1992), including M.roreri and P.palmivora. It
has permitted to determine the reaction for a high amount of genotypes. This process has
been possible due the existence in CATIE of an International Cacao Germplasm Collection
with 786 accessions, which acts as a natural laboratory for detecting promising genotypes.

Methodology

This paper informs about different cacao research programs developed at CATIE during
1998. They have in common the use of artificial inoculations with M.roreri and
P.palmivora to differentiate resistant genotypes from susceptible ones. This information
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will be used by the breeding program, and also it will be useful to acquire a better
understanding of the disease resistant genetic mechanisms involved in cacao. For artificial
inoculations of the fungus under study the following methodologies developed by CATIE
were used:

M.roreri artificial inoculations: (Sénchez et al. 1987, Phillips 1996). A 1.2x10°
conidia/ml suspension is prepared in the laboratory. In the field, two-month-old pods are
sprayed with 0.5 ml of suspension and covered with a plastic bag to create a humid
chamber for two days. Nine weeks after inoculation, the following parameters are
measured: incidence to confirm the artificial inoculation efficiency, and internal/external
severities using arbitrary scales. Classification of the clones is based on the internal
severity.

P.palmivora artificial inoculations: (Phillips-Mora and Galindo 1989, Phillips-Mora
1996). The inoculation was performed using a 1.5x 10°-zoospore/ml suspension applied on
two opposite points located on the “equator” of five month-old fruits. A paper disc of 1-cm
diameter already submerged in the previously shaken suspension was placed on each point.
Different artificial inoculation events were carried out in order to get a confident data set
for quantifying the reaction of the clones. The disease severity was obtained by measuring
the diameter size of the larger lesion in each fruit at ten days after inoculation. Brief
descriptions of the experiments are as follows:

Evaluation of CATIE’s International Cacao Germplasm Collection: The goal of this
experiment is to evaluate reaction against M. roreri and P.palmivora of the clones
belonging to CATIE’s Collection and to select resistant materials to be used by the
breeding program. During 1998, 24 artificial inoculation events with M. roreri were
conducted in order to evaluate all available pods (2,879 pods) in the collection. In the case
of Phytophthora palmivora, a total of 2,560 cacao pods were inoculated in 24 events.

Evaluation of the backcross ‘“Catongo x (Catongo x Pound-12)”: The main objective of
this experiment is to determine the segregation of the resistance to M.roreri from 160 trees
of the backcross “Catongo x (Catongo x Pound-12)”. It will permit to study the QTL
(Quantitative Trait Loci) for monilia using an available genetic map based on this
backcross. The map already served as basis for a QTL study related to morphological and
agronomic parameters (Crouzillat et al. 1996), including yield (Crouzillat et al.(A)), and
resistance to Phytophthora palmivora (Crouzillat et al.(B)). Artificial inoculations with
M.roreri began in this experiment in 1997. During 1998, the reaction of 44 new trees was
determined through twelve artificial inoculation events involving 626 pods.

Evaluation against M.roreri of the Cacao Genetic Field crosses: The objective of this
experiment is to study the inheritance of reaction to monilia throughout the study, tree by
tree, of 21 interclonal crosses. This took advantage of a previous Cacao Genetic Field
located at La Lola Farm where 192 interclonal crosses were planted from 1990 through
1993. Forty-eight trees planted in a single plot represent each cross. Nineteen crosses were
included in this experiment because one of their progenitors is UF-273, known as one of
the most monilia resistant clones. Evaluations include also “P-19 x CATIE-1000" cross
which serves as a susceptible check, and “Catongo x EET-95” since it has been found to be
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one of the highest producers in the Genetic Field. During 1998 nine hundred and sixty
nine pods pertaining to the 21 crosses that are being evaluated were inoculated.

Results and discusion

Evaluation of CATIE’s Collection: Monilia reaction of seventy new clones was obtained
as follows: two MR (3%); eleven MS (16%), and 56 S (81%). Considering the results
obtained in recent years, so far we know the reaction for 441 clones, which represent 56%
of the total clones in the collection. A low percentage (2.3%) of them is R or MR. No
monilia resistant clones were obtained in 1998, but two MR clones (BE-8 y CC-240) were
identified, which increase the possibilities of clones being used by the cacao-breeding
program. This finding is very important if we consider that moniliasis resistance is an
unfrequent character. Those clones have already been grafted to be included in an
experiment that bring together the best material at La Lola Farm.

In the case of P. palmivora, 109 new clones were characterized for resistance in 1998.
Four of them were R, 31 MR, 34 MS, and 40 S. The new resistant clones are 3C, ARF-30,
PMCT-35, and PMCT-37. Including the results obtained in the past years, we know now
the reaction for 437 clones, which represent 56% of the total clones in the germplasm
collection. A high percentage (22%) of them is resistant or moderately resistant.

One aspect that should be given more follow-ups due to its practical implications within a
genetic improvement program, is the type of inheritance that the cacao shows for different
diseases. Both, M.roreri and P.palmivora resistance are apparently polygenic, but in the
first case, this is manifested mainly as a recessive character, while it is a dominant
character inherited for P.palmivora. This explains, at least partially, the high frequency of
clones in the germplasm collection with high levels of resistance to P.palmivora as
opposed to low frequency for M.roreri. It also explains the relatively high frequency of
resistant trees that are produced when crossing, for example, a P.palmivora resistant clone
with a susceptible one. When the same is done with M roreri, nearly all of the descendents
are susceptible (see Genetic Field results).

Evaluation of the backcross ‘“Catongo x (Catongo x Pound-12)’: A MR tree (2%) and a
MS one (2%) were identified, all of the other trees were S (42 trees, 96%). The high
proportion of susceptible trees to M.roreri in this experiment is not surprising, considering
that Catongo and Pound-7 are susceptible to this fungus. Other trees with some level of
resistance have already been identified wich makes the QTL analysis feasible due
existence of segregation. Of the 160 trees that have been backcrossed, 44 were evaluated
during 1998 and 66 trees in 1997, for a total of 110 trees.

Evaluation against M.roreri of the Cacao Genetic Field crosses: In 1998, it was possible
to determine the reactions of 75 trees, of which 55 were S, 14 MS and 6 MR. These trees,
together with the 253 trees evaluated in earlier years, bring the total to 328 trees at the
present time. Based on these inoculations, it was possible to determine the reactions of 75
trees, of which 55 were S, 14 MS and 6 MR. These trees, together with the 253 trees
evaluated in earlier years, bring the total to 328 trees at the present time. Although it is
still too early to draw definite conclusions, it is important to point out that a high
percentage of the trees evaluated is susceptible to monilia (87%) even though most of the
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crosses have one resistant parent (UF-273). The idea of a low inheritability of the
characteristic by the UF-273 can not be rejected.

Conclusions

CATIE has reliable inoculation methodologies to measure genotypic reaction to M. roreri
and P.palmivora infection allowing to select a group of materials with high resistance
levels. Since moniliasis resistance is both the main sanitary problem in the region and an
unusual characteristic, it is absolutely necessary to generate, new genotypes with this
characteristic to incorporate them into the breeding programs. This can be done through
crosses between resistant genotypes to concentrate resistance genes, or by crossing
resistant genotypes with high production genotypes or resistance to P.palmivora and other
disease(s) of interest. In CATIE, both techniques are being used taking the maximum
advantage of the scarce resistance sources identified. It is necesary in this process to take
account that it seems that inheritance of monilia is a polygenic and recessive character

References

Crouzillat, D.; Lerceteau, E.; Petiard, V.; Morera, J.; Rodriguez, H.; Walker, D.; Phillips,
W.; Ronning, C.; Schnell, R.; Osei, J. and Fritz, P.J. 1996. Theobroma cacao L.: a
genetic linkage map and quantitative trait loci analysis. Ther. Appl. Genet. 93:205-214.

Crouzillat, D.; Ménard, B.; Mora, A.; Phillips-Mora, W. and Petiard, V. (B) Quantitative
trait loci analysis in Theobroma cacao L. using molecular markers: 2. Yield QTL
detection and stability over 15 years. (Submitted to Euphytica).

Crouzillat, D.; Phillips-Mora, W_; Fritz, P.J. and Petiard, V. (B) Quantitative trait loci
analysis in Theobroma cacao L. using molecular markers: 1. Inheritance of polygenic
resistance to P. palmivora in two related cacao progeny. (Submitted to Euphytica).

Enriquez, E. et al. 1981. Desarrollo e impacto de la moniliasis del cacao en Costa Rica.

In Conferencia Intenacional de Investigacion en cacao, 8*, Cartagena, 1981.
Restimenes.

Nuiiez, S.; Galindo, J.J. y Phillips-Mora, W. 1992. Método de inoculacién de Ceratocystis
fimbriata y evaluacién de la resistencia en cacao. Turrialba (Costa Rica) 42(4):421-429.

Phillips, W.; Galindo, J.J. 1988. Evaluation of resistance to Moniliophthora roreri (Cif.
Par) Evans et al. of cacao cultivars in Costa Rica. /n International cocoa research
Conference, 10a. Santo Domingo, Republica Dominicana, 1986.

Phillips M., W_; Galindo, J.J. 1989. Método de inoculacién y evaluacion de la resistencia a
Phytophthora palmivora en frutos de cacao. Turrialba (Costa Rica) 39(4):488-496.

Phillips-Mora, W. 1996. Studies on moniliasis (Moniliophthora Roreri (Cif.&Par.) Evans
et al.) resistance at CATIE. In International Workshop of the International Group for
Genetic Improvement of Cocoa (INGENIC). Bahia, Brasil. Proceedings. (in press).

Sanchez, J.; Brenes, O.; Phillips, W.; Enriquez, G. 1987. Methodology for inoculating
pods with the fungus Moniliophthora (Monilia) roreri. In International cocoa research
Conference, 10a. Santo Domingo, Republica Dominicana.

Wood, G.A.R. and Lass, R.A. 1985. Cocoa. Fourth edition. Longmans, London.

Zadoks, J.C. 1997. Disease resistance testing in cocoa. FAO/INGENIC.

.35



ANALISIS DE LA RESISTENCIA A Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. EN CACAO
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Abstract

In cocoa, a long time is needed for the plant to reach maturity when the most important
traits can be determined. This fact is the main limitation to rapid genetic improvement in
this crop. The use of molecular markers opens new possibilities for a faster selection of
resistant genotypes, and the opportunity for characterising the genotypes more precisely.

The present work utilised a backcross segregating population of 131 trees, for which a
genetic linkage map had been previously constructed using RFLP and RAPD markers, to
determine quantitative trait loci (QTL) for P.palmivora resistance. Resistance was assessed
using the paper disc-humid chamber method. Statistical evaluation of resistance data with
molecular marker data allowed identification of five loci associated with P.palmivora
resistance on five of the ten different cacao linkage groups (chromosomes). The percent of
total variance explained for each trait studied was close than 40% of the total variance. It
shows the possibility of exploitation of this information in breeding programs.

Introduccion

La "mazorca negra" (Phytophthora spp.), enfermedad més diseminada y destructiva del
cacao a nivel mundial, causa pérdidas cercanas al 30% de la produccién (aprox. US$1.000
millones/afio). De las diferentes especies causantes de la enfermedad, P.palmivora es la
mds extendida e importante en Centroamérica y en el resto del mundo.

El combate por resistencia genética se ha perfilado como el elemento fundamental dentro
de una estrategia de combate integrado de la enfermedad, pero el largo periodo para que el
drbol madure y puedan evaluarse sus principales caracteristicas, ha sido uno de los
principales factores limitantes para el mejoramiento genético de esta especie. El uso de los
marcadores moleculares abre nuevas posibilidades para realizar una seleccién mds rdpida y
precisa de los genotipos, y para conocer en forma mds detallada, los aspectos genéticos de
la enfermedad.

A los loci individuales que controlan las caracteristicas poligénicas se les denomina
poligenes o QTL (Quantitative Trait Loci), los cuales pueden ser determinados mediante el
uso de marcadores moleculares. Los QTL son heredados exactamente igual que los genes
mayores; segregan, recombinan y exhiben ligamiento, mostrando el mismo rango de
propiedades en transmisién y accién que los genes mayores (Mather y Jinks 1982).

En breve, el andlisis QTL se basa en el concepto de que, al ser las caracteristicas fenotipicas
transmitidas en asocio con los marcadores moleculares, es probable que los genes que
afectan esas caracteristicas estén también asociados con los marcadores (Tanksley, 1993;
Doerge et al. 1994). Este tipo de andlisis se lleva a cabo a partir de una poblacién
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segregante, a la cual se le determinan los marcadores polimérficos que son integrados
dentro de un mapa de ligamiento genético. Las comparaciones entre los patrones de
herencia de estos marcadores, con los datos fenotipicos previamente determinados
(resistencia a enfermedades, produccidn, altura de planta, etc.), permiten detectar dreas en
el cromosoma relacionadas con una caracteristica en particular, en otras palabras, permiten
mapear los QTL (Phillips et al. 1995).

El anilisis de QTL es util en el mejoramiento genético de las plantas principalmente porque
ellos pueden ser usados eventualmente como marcadores para la seleccién de plantas en
estados tempranos de desarrollo, y porque al encontrar un locus ligado a una caracteristica
determinada, se podria mediante procedimientos mds elaborados, identificar el gen
asociado con ese locus. Ademads, el conocimiento de los genes especificos asociados con
las caracteristicas agronémicas, implica un mayor entendimiento bioquimico de los
procesos responsables de caracteristicas de importancia agronémica.

El objetivo de esta investigacion es determinar los QTL (Quantitative Trait Loci)
relacionados con la resistencia a P.palmivora en la poblacién segregante de cacao (Catongo
x (Catongo x Pound-12)).

Metodologia

El andlisis de QTL se hizo con base en un retrocruce de cacao (Catongo x (Catongo x
Pound-12)) sembrado en el CATIE, Costa Rica en 1990 y constituido originalmente por
191 drboles. La investigacion se realiz6 en colaboracion con el Centre de Recherche Nestlé
ubicado en Tours; Francia y se compuso de tres fases:

1.0btencion de un mapa genético usando marcadores RFLP y RAPD:

Se utiliz6 un mapa genético previamente elaborado con base en el retrocruce en mencién
compuesto por 10 grupos de ligamiento, 139 loci (53% RFLPs y 47% RAPDs) y 914 ctM
(Crouzillat et al. 1996). Este mapa ya sirvio de base para el estudio de los QTL
relacionados con caracteristicas agrondmicas como altura, tasa de crecimiento, grosor del
tronco, precocidad, etc. Para la construccién del mapa genético, el ADN gendémico se
obtuvo a partir de hojas adultas de cada arbol del retrocruce y de los padres que le dieron
origen al mismo. Se evaluaron més de 1.000 primers RAPD de los cuales sélo el 15% fue
polimérfico. Se evalué la sonda RFLP del gen de la quitinasa del cacao y 21 sondas
adicionales previamente mapeadas en otra poblacién (Lanaud et al., 1995). Se determiné y
mape6 la presencia de antocianina y la autocompatilidad. El andlisis de ligamiento se hizo
con el programa MAPMAKER 2.0 (Lander et al., 1987). Se usé el programa Kosambi para
convertir la fraccion de recombinacién en distancias de mapa (cM) (Kosambi 1944) y el
MAPMAKER para asignar los marcadores a los grupos de ligamiento.

2.Determinacion de la reaccion a P. palmivora

Se determiné la reaccion de 131 drboles del retrocruce, a la inoculacién artificial con
P. palmivora, usando un método desarrollado en CATIE (Phillips-Mora y Galindo, 1989),
que consiste bdsicamente en la inoculacion de frutos de 5 meses con una suspension de
150x10* zoosporas/ml. Cada fruto fue inoculado colocando en su "ecuador”, un disco de
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papel previamente humedecido en la suspensién. Se colocé una cimara himeda a cada
fruto y 5 y 10 dias después se evalu$ el didmetro promedio de la lesion generando las
variables DL5 y DL10. Se realizaron inoculaciones durante un afio hasta completar un
grupo de datos por drbol, que permitiera calificar con seguridad su reaccidn.

3. Analisis de los QTL

Para evaluar la asociacién entre los marcadores mapeados y las caracteristicas cuantitativas
(DL5 y DL10), se usé una ANOVA de doble via en la que los marcadores simples fueron
los tratamientos. La proporcion de la varianza fenotipica total atribuible a cada QTL, se
estimé mediante regresion lineal. El porcentaje total de varianza fenotipica explicada para
cada componente de Phytophthora, fue calculada para todos los QTL significativos, con un
andlisis de regresion muiltiple, usando el parimetro como variable dependiente y los
marcadores previamente identificados, ligados al QTL, como tratamientos.

Resultados y discusién

El método de inoculacién artificial fue eficiente para determinar el nivel de resistencia de
los arboles del retrocruce. En total se detectaron cinco QTL relacionados con la resistencia
a P. Palmivora, ubicados en cinco de los 10 grupos de ligamiento que componen el mapa
genético. Esto aparentemente confirma la naturaleza poligénica de la resistencia a este
hongo, extensamente sugerida pero poco demostrada (Partiot 1975; Tan y Tan, 1990;
Warren, 1994).

Una particularidad del estudio fue la deteccién de los QTL a partir de un retrocruce entre
dos materiales susceptibles a la enfermedad. A pesar de esta situacion, fue posible
encontrar drboles con diferentes niveles de resistencia/susceptibilidad que hizo posible el
andlisis de los QTL.

Las variables DLS y DL 10 mostraron una alta correlacién entre si (0,67), o sea, existen en
apariencia, mecanismos de defensa contra el patégeno que actian a los cinco y a los diez
dias después de la infeccion. Para ambas variables se identificaron los QTL 2, 4 y 5, pero
adicionalmente, se identificé el QTL 3 actuando sélo a los cinco dias y el QTL 1 a los 10
dias. Para ambas variables, el porcentaje de varianza explicada a través de los QTL, fue
cercana al 40% de la varianza total, con valores que estuvieron entre 7,1% y 13,.2%.

Conclusiones

e Se determinaron cinco QTL que estdn relacionados con la resistencia a P.palmivora en
cacao. Tres de ellos se manifiestan tanto a los cinco como a los diez dias después de la
infeccion, pero los otros dos actian sélo en cierto momento.

e El andlisis de QTL comprueba el caricter poligénico de la resistencia a P.palmivora en
cacao.
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e El significativo % de varianza explicado por los QTL identificados, hacen prever la
factibilidad de usar esta herramienta como apoyo al mejoramiento genético del cacao.
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Abstract

Mahogany (Swietenia. macrophylla) is one of the most valuable timber species in the
world. It originated in Tropical America including Central America, whereby due to its
overexploitation during the last 30 years, many of its natural populations have been
subsequently lost. The genetic variability at the molecular and quantitative level of 41
families of mahogany from six provenances of Central America and Mexico was studied.
For the molecular tria, DNA was isolated from young leaves. The polymorphisms
generated through the RAPDs analysis were used for the estimation of the genetic
variability. A greater genetic diversity was detected within the provenances than among
them. This was corroborated with the indices of Nei and Shannon's. The provenances
studied were associated in two basic groups: the families from Panama and those from the
rest of Central America and Mexico, suggesting that both groups have different origin or
evolution. The results were compared with a previous study of the progenitors to estimate
the effect of the forest fragmentation over the progeny, suggesting that in the case of the
provenance of Costa Rica and Panama the fragmentation of the forest have affected their
genetic diversity. Five quantitative variables were evaluated: plant height, root collar
diameter, aerial dry matter, root dry matter, and the ratio aerial dry matter/root dry matter.
The quantitative study demonstrated the existence of high genetic variability within and
among the provenances. All variables except root length and aerial dry matter/root dry
matter showed moderate indices of heredability.

Introduccién

Swietenia macrophylla 'y Cedrela odorata estin entre las latifoliadas tropicales mas
importantes en los neotrépicos, sin embargo se ha estudiado muy poco su diversidad
genética, lo cual es fundamental para definir el estatus de conservacion ex situ e in situ de
estas especies y para el desarrollo de programas de plantaciones y de mejoramiento
genético asi como para la resolucion de numerosos problemas en el campo de la biologia de
poblaciones (Bawa y O’Malley, 1987 y Patifio, 1997). Recientemente ha aumentado el
interés en el estudio y conservacion de la variabilidad genética de la caobas debido al alto
grado de deforestacion detectado en las dreas en donde estas especies son nativas, dentro de
las que se incluye el drea de Centroamérica y México (Newton et al. 1997).

‘ De acuerdo con Storfer (1996), la estimacion de la variacién genética por medio de ensayos

de caracteres cuantitativos, proporciona informacién valiosa para las decisiones en materia
de conservacion. Los rasgos cuantitativos, morfolgicos y de comportamiento son
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importantes debido a que ellos a menudo estin directamente relacionados con la
sobrevivencia. Ademds la evolucién adaptativa usualmente es el resultado de cambios en
los rasgos cuantitativos. El uso de marcadores moleculares como RAPDs (Random
Amplified Polimorphic DNA) y otros, han cobrado importancia como herramientas
eficientes para el estudio de la variabilidad genética de poblaciones forestales, obviando las
variaciones debidas a otras causas, como el medio ambiente. Asi se confirmé en los
trabajos realizados con marcadores RAPDs en ocho especies de la familia Meliaceae
(Chalmers et al. 1994).

El CATIE en colaboracion con el ITE (Institute of Terrestrial Ecology) de Escocia estudi6
la variabilidad genética de S. macrophylla en el drea mesoamericana (Wilson, et al. 1997).
Para esto se usé la técnica RAPDs a partir de ADN de hojas colectadas in situ. En dichas
colectas también se obtuvo semillas que son la base del presente estudio, pues se considerd
que era importante determinar si la fragmentacion forestal ha tenido algiin efecto sobre las
descendencias de los arboles. El objetivo de esta investigacién fue analizar la variabilidad
genética de familias de polinizacién abierta de caoba provenientes de seis procedencias del
area de Centroamérica y México, mediante su caracterizacion molecular usando RAPD y
cuantitativa al nivel de vivero. Se buscaba también comparar los resultados con los
obtenidos anteriormente para los progenitores.

Metodologia

Ensayo molecular: En el invernadero se sembraron semillas de 41 familias de caoba
pertenecientes a poblaciones naturales de siguientes seis procedencias: México, Guatemala,
Nicaragua, region Central Norte y regidn del Pacifico Seco de Costa Rica, Panama. Cada
procedencia estuvo conformada por siete familias, a excepcion de la procedencia
Guatemala en que se utilizaron seis. El ADN se aisl6 de hojas jévenes usando el método
CTAB (Harris 1996), modificado en el Laboratorio de Biologia Molecular del CATIE. Se
evaluaron 86 primers. El andlisis de los datos se hizo a partir de los registros de la lectura
de las bandas polimérficas y con la utilizacién de los programas de cémputo: POPGENE,
WINAMOVA, SAS y MEGA. Las estimaciones de los componentes de las varianzas
dentro y entre procedencias se calcularon con WINAMOVA. La diversidad genética de las
procedencias se evalu6 a escala molecular, siguiendo tres metodologias de andlisis: indice
de diversidad genética de Nei, indice de diversidad de Shannon y andlisis de varianza
molecular WINAMOVA. Se realiz6 un andlisis de conglomerados con el método WARD
de conglomeracién. Los resultados del andlisis de conglomerados se sometieron a un
andlisis discriminante canénico. Mediante los programas computacionales MEGA vy
POPGENE se generaron dendogramas con el método UPGMA.

Ensayo cuantitativo: Este ensayo se desarroll6 al nivel de vivero usando un disefio
irrestrictamente al azar con 32 tratamientos y 20 repeticiones por tratamiento. Los
tratamientos correspondieron a las mismas familias del ensayo molecular, pero algunas de
ellas no fueron incluidas porque no tenian suficiente semillas disponibles. Se midieron las
siguientes variables a los tres y medio meses del establecimiento del vivero: altura de
planta, didimetro del cuello del tallo, materia seca aérea, materia seca de raiz y la materia
seca aérea/materia seca de raiz. Se realizaron los andlisis de varianza mediante el
procedimiento GLM de SAS con los tratamientos (familias) anidados dentro de sus

41



respectivas procedencias, para estimar la variabilidad genética existente en cada una de
ellas.

Resultados y discusion

Se identificaron 28 bandas polimoérficas, generadas a partir de 10 primers. Pam el andlisis
de los datos se usaron sélo 20 bandas, pues se determiné con la prueba de Chi? que las otras
no tenian un aporte estadistico significativo. Los métodos usados para determinar la
diversidad genética dieron resultados muy similares, sin embargo, la versatilidad del
andlisis WINAMOVA para la organizacion de los niveles jerdrquicos al momento de
analizar los datos moleculares, se considera que es una ventaja adicional de este método.
Las estimaciones de los componentes de varianza dentro y entre procedencias obtenidos
mediante el andlisis WINAMOVA, muestran que la varianza entre las procedencias fue
menor (41,1 %) que dentro de las mismas (58,9%), comportamiento que se repitié al
calcular los indices de diversidad de Shanon y de Nei. De acuerdo con Hamrick et al
(1992), para la mayoria de las especies forestales de polinizacion abierta se ha observado
también una mayor variabilidad dentro que entre procedencias.

Se logré establecer que las procedencias con mayor diversidad genética son las de
Guatemala y las del Pacifico Seco de Costa Rica, y la de menor diversidad es la
procedencia de Panamd. No se encontré variacién entre las familias de la regién Central
Norte y del Pacifico Seco de Costa Rica lo cual si ha sido informado en el caso de Cedrela
odorata L., que es otro miembro de la familia de la melidceas (Gillies er al. 1997).

La distribucion grifica de los grupos en funcién de las variables candnicas asi como los
dendogramas muestran que las procedencias estudiadas se asociaron en dos grupos bdsicos,
uno conformado por las familias de Panamd y el otro por el resto de las procedencias de
Centroamérica y México, lo que sugiere que ambos grupos tienen un origen y/o evolucién
diferente. La comparacién de los resultados de esta investigacion con los obtenidos en el
estudio de los padres, refleja la existencia en ambos casos de una mayor diversidad genética_
dentro de las poblaciones o procedencias que entre ellas. Se determiné también que para las
procedencias de Costa Rica y Panamd, el efecto de la fragmentacion forestal esta
reduciendo la diversidad genética de las mismas.

El estudio cuantitativo mostré la existencia de una alta variabilidad genética dentro como
entre procedencias. Se pudo determinar mediante el estudio cuantitativo las mejores
familias para cada una de las variables cuantitativas evaluadas. Las variables largo de raiz
y la relacion “materia seca aérea/materia seca de raiz” mostraron indices bajos de.
heredabilidad, en tanto que en las otras fueron moderados. No fue posible hacer inferencias
en aspectos evolutivos entre las familias estudiadas sobre la base de los grupos formados
mediante los promedios de las variables cuantitativas. Tampoco se pudo relacionar los
grupos de ambos ensayos debido a la_poca cantidad dé variables cuanmatlvas que se
obtienen en la etapa de vivero.

—_———
e e e —
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Conclusiones

Esta investigacién permitié determinar niveles significativos de diversidad genética dentro
y entre las procedencias evaluadas tanto para las variables moleculares como cuantitativas.
La metodologia RAPDs, mostré ser una herramienta practica y Gtil para estimar la
diversidad genética y para conformar grupos segin su afinidad genética, lo cual no fue
posible para las variables cuantitativas debido a la poca disponibilidad de variables
evaluw La procedencia con mayor dlversmaﬂ'—ge—rrét'l‘cm
Guatemala mientras la menor diversidad genética se obtuvo con la de Panami. Las
procedencias estudiadas se separan en dos grupos bdsicos, uno compuesto por las familias
de Panamad y el otro por el resto de las procedencias mesoamericanas. La comparacién de
los resultados de esta investigacién con los obtenidos en el estudio de los padres sugiere
que en el caso de las procedencias de Costa Rica y Panama, el efecto de la fragmentacién
forestal estd reduciendo la diversidad genética de las mismas.
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FIELD EXPERIMENTS TO SELECT HIGH YIELD AND DISEASE RESISTANT
CACAO GENOTYPES .

Wilbert Phillips M., José Castillo
Unidad de Biotccnologia, Arca de Agricultura Ecoldgica, CATIE

Resumen

El desarrollo de la actividad cacaotera en la region centroamericana depende en gran
medida de la obtencién de genotipos superiores de cacao de alta produccién. Si se
considera que tan s6lo una de las enfermedades en el drea, como es la moniliasis, puede
causar pérdidas superiores al 80%, es facil suponer que para alcanzar dicho objetivo es
indispensable solucionar concomitantemente ambos problemas. Este articulo describe
algunos de los mds recientes esfuerzos que el CATIE estd llevando a cabo, para generar e
identificar genotipos de cacao de alta produccion y resistencia a enfermedades, que
permitan en el futuro cercano aprovechar al miaximo las ventajas ecoldgicas de esta planta
y obtener una rentabilidad satisfactoria.

Introduction

Native from Tropical America, cacao is one of the few sustainable agricultural options that
can be implemented in the region’s low humid tropics, where population increases rapidly
and extensive crops have endangered their fragile ecosystems, making them more
susceptible to natural disasters. Shaded agroecosystems such as cacao provide a promising
means of addressing the challenges of creating forest-like habitat for tropical biodiversity in
a rapidly deforested landscape, while simultaneously providing a lucrative crop for the
agricultural communities (Young 1996, Perfecto et al. 1997).

In recent years it has become increasingly apparent that new and better genotypes are
needed by cacao growers around the world. In the past, cacao breeding has relied
exclusively on increased vigour of progeny resulting from crosses of a relatively small
number of cacao clones. This hybrid vigour, or heterosis, has well served the cacao
community but for many reasons, with the prospect of future land shortages, and the steady
advance of Witches' Broom disease (Crinipellis perniciosa) and Monilia (Moniliophthora
roreri) into new growing areas, the time has come to pursue well conceived breeding
programs utilising for this purpose the vastly unrealised potential of available cacao
germplasm to develope the elite cultivars needed to make cacao farms profitable in times
when labour costs under high disease pressure is often not justified by returns.

Diseases are one of the main cacao limitations worldwide. In Central America, diseases
such as monilia, have provoked that nowadays, some contries are not able to fulfill their
domestic cacao demand. For example, Costa Rica which was a traditional cacao exporter
became, in a few years, a cacao importer. Currently, its main chocolate company consumes
almost three times the country’s production, which does not reach 3.000 MT/year (Phillips
1996).

When cacao returns do not pay for intensive cultural disease management, farmers tend to

neglect the trees and turn to alternative crops or occupations in order to support their
families. Thus, a vicious spiral is begun because the neglected trees develop
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phytosanitation problems leading to even lower production levels and often complete
farms abandonment. The solution to this problem is to furnish the farmers with better
planting material so that they can make a profit even under the given high disease pressure
or when market prices decrease. In a perennial crop such as cacao, it is of utmost
importance to ensure continuity of cfop management and sustainable production. The
generation and identification of superior clonal and hybrid genotypes at CATIE is the main
objetive of the different experiments described in this paper.

Methodology

Five cacao field experiments were established at Turrialba or La Lola during the last three
years. Common agricultural practices were applied to all of them, including fertilization
every three months, cacao prunnings, temporary and permanent shade management, pests
control, weeding, etc. A description of the experiments is as follow:

1) La Montaiia Gene Concentration Experiment against M. roreri: The main objective of
this experiment is to generate and select monilia resistance genotypes by crossing resistant
clones with other outstanding genotypes. The experiment was established in a field
formerly used for coffee plots located at “La Montafia Central Experiment” in October
1996, and includes twelve crosses, four replications and six plants per replication. Two of
the replications were planted under adult immortelle (Erythrina poeppigiana) shade and
two under adult laurel (Cordia alliodora), which were originally established in 1977. Some
combinations of the following clones were used to built up the crosses: UF-273, UF-712,
ICS-43, ICS-95, CC-137, CATIE-1000, CC-137, ICS-6, and A-81. Most of them are
resistant to M.roreri, some resistant to Phytophthora palmivora or to C.perniciosa, or with
high yielding.

2) First Cross Evaluation Experiment at La Lola with emphasis on monilia resistance: The
main objective of this experiment is to select, under high monilia inoculum pressure and
uniform conditions, outstanding genotypes (hybrids and individual trees) which are used in
the following phases of the genetic improvement program. Specific goals are: to
accumulate monilia resistance genes by crossing resistant clones, to study monilia
resistance genetic segregation, to generate genotypes with resistance to monilia and other
important diseases, and to generate genotypes which combine disease resistance with high
yield, self compatibility and industrial quality. The experiment was established in two
hectares and includes 56 crosses, four replications and eight plants per replication in a
Completely Random Block Design. The clones used as parents were selected for their
outstanding behavior in experiments conducted at CATIE or in other countries. All the
crosses have at least one parent with high resistance to M. roreri. A high resistance to
either, P. palmivora or to C.perniciosa, self-compatibility and, in some cases high yielding
characterizes the other parent. Fifty-two hybrids were sown in May 1997 and the other four
in June 1998. The experiment was established under natural and diverse shade, which was
not completely uniform. In an attempt to make it more uniform, Gross Michel banana was
planted at a distance of 6x6 m. Also, four clones of the tropical sapote pod tree (Pouteria
zapota) were planted at a distance of 18 x 18m, following a Completely Random Block
Design. Sapote tree produces a fruit which is widely appreciated, and could provide an
additional income to farmers. The main idea of this activity is to find alternative shade
plants that can be used to increase the farmer’s incomes, especially during times when
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cacao prices are low. The economical and agronomic contributions of this tree to the
agroecosystem will be estudied.

3) Second Cross Evaluation Experiment at La Lola with emphasis on monilia resistance:
Given that the crosses to be evaluated are increasing as new resistant material are detected,
during 1998 it was necessary to prepare an additional hectare of land to plant 28 new
crosses. The characteristics of the new experiment are similar to the former experiment.
The new area is adjacent to the first experiment.

4) Experiment with 42 outstanding clones in La Lola: A new experiment was initiated in
1998, which attempts to evaluate and select, under the same climatic and experimental
conditions, the most important clones selected for their high disease resistance level
(M.roreri, but also to P.palmivora and C. perniciosa) or high yield. Some of the clones
were selected from experiments previously mentioned in this paper. Data for witches’
broom were taken from the literature. High-yielding clones will serve as control. The
experiment was established in a 1.5 ha area under a Completely Random Block design with
four replications and eight plants per replication. The total number of clones will be forty-
two, many of which have already been grafted, and are in the nursery stage.

5) “Pound-7 x UF-273" Segregant Population to studying disease resistance: A segregant
population made up of 260 trees of the “Pound-7 x UF-273” cross was established at “La
Montaiia” Experimental Farm in 1998.

Results and discusion

1) La Montaria Gene Concentration Experiment against M. roreri: Since the beginning of
the experiment, cacao trees showed poor growth under laurel shade. In order to increase
the shade level, temporary shade species such as pigeon pea (Cajanus cajan) and plantain
(Musa spp.) were planted in these plots, but they did not develop well either. Based on this
circumstance, six hybrids were substituted in May 1997, using this as an opportunity to
introduce new promising crosses into the experiment. With the aim of testing any possible
soil effect, half of the new trees were planted replacing the original soil. It was replaced
with soil rich and treated against diseases, but no positive effects were observed with this
practice. Apparently, adult laurel shade produces an inoxious micro-environment for
young cacao trees due to its natural tree architecture and lower plant density in comparation
with immortelle. This results in less protection against solar radiation and winds and an
increase of plant desiccation. It was observed that trees belonging to “UF-712 x CATIE-
1000” and “UF-712 x CCN-51" crosses began producing pods earlier. The pods of the
precocious trees have been inoculated with M. roreri and P. palmivora. Even though there
is still no definite information, some results area already available. For example, a tree
from the "UF-712 x CCN-51" cross has shown resistance both to M. roreri and P.
palmivora, which is a very unusual characteristic. Tree height, trunk diameter and
percentage of jorquetted plants were measured every six months only for those crosses
planted in May 1997. Measurements were made in May and November of 1997 and 1998.
So far, the most vigorous crosses are “UF-712 x CC-137" and "UF-273 x Catie-1000".
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2) First Cross Evaluation Experiment: So far, cacao trees have shown excellent growth and
some have already begun to produce pods. Tree height, trunk diameter and percentage of
horquetted plants are being measured every six months. Measurements were already made
on May 25 and November 24, 1998. “UF-273 x Catiel000” cross has shown the highest
tree height and trunk diameter. The highest percentage of jorquetted plants has been
obtained by crosses including UF-712.

3) Second Cross Evaluation Experiment: During this year, the following crosses were
planted: “A-81 x ICS-43”, “CC-137 x ICS43", “CC-252 x ICS-43”, “ICS-95 x ARF-37",
“ICS-95 x ICS-43”, “UF-712 x ARF-37", “UF-712 x ICS-43", “ARF-22 x ARF-37",
“ARF-22 x ARF-6”, “PA-169 x ARF-22", and “PA-169 x ARF-37". Tree height, trunk
diameter and percentage of jorquetted plants are measured every six months. The first
measurement of the crosses sowed on June 12 was made on December 12, 1998.

4) Experiment with 42 outstanding clones: The clones that were established in the field in
1998 are: ARF-6, EET-59, ARF-14, EET-183, ARF-22, ICS-43, ARF-37, ICS-95, CC-42,
POUND-7, CC-137, PMCT-58, CC-252, UF-273, CCN-51, and UF-712. Based on this
experiment, we expect to determine in the near future, the behavior of these clones towards
monilia and other diseases under natural infection pressure, as well as their yield and
general behavior. The next step within the scheme of genetic improvement will be to
identify the best materials to be evaluated in regional trials.

5) “Pound-7 x UF-273" Segregant Population: This experiment will be useful to study
how M.roreri and P.palmivora resistances are segregated. This is due to the contrast shown
by the parents of the cross: Pound-7 is resistant to black pod disease, but susceptible to
monilia, whereas UF-273 is resistant to monilia but moderately susceptible to black pod. In
addition, the Pound-7 bears green pods and it is selfincompatible and the UF-273 bears red
pod and it is self-compatible. The wide segregation that is expected with this cross will
facilitate the future analysis of QTL for the characters under study. Tree height, trunk
diameter and percentage of jorquetted plants will be measured every six months.
Measurements were already taken on June 24 and December 24, 1998.

Conclusions

During the last three years, a large amount of hybrids and clones have been established in
Turrialba and La Lola to generate outstanding cacao genotypes. The first results obtained
are promising since in a short period of time it has been posible to detect important
differences between the materials and to select trees to be used by the breeding program.
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CARACTERIZACION PRELIMINAR DE 51 ACCESIONES DE AYOTE
(Cucurbita moschata) DE LA COLECCION DEL CATIE

Antonio Mora, Carlos Astorga, Rodolfo Sanchez, Elkin Bustamante
Unidad de Recursos Fitogenéticos, Area de Agricultura Ecolégica

Abstract

The objetive of this research was to make a preliminary characterization of 51 accesion of
squash (C. moschata) from the CATIE"s germplasm collection in order to obtain basic
information for the selection of superior genotypes.

Five plants per accesion were evaluated using the Esquinas-Alcazar and Gulick descriptor
list, hand polination in order to avoid open polination in this alogame species. The
characterization was made when the 50% of the plants were flowered, ripe fruits were
harvested and storage in a dry room in order to seeds get a physiological maturity. In that
moment fruits and seeds were evaluated.

Take were a identity 114 plants with diferencial characteristics from than original accesion
so that the seed obtained from this plant were keept aisolated and receive a specific
denomination.

Fifty three characteristics were evaluated, weigth and length of the fruit were those with the
highest variation coefficient , 59.4% and 49% respectively.

The traits with less variation were length, width and thickness of the seed (8.4%, 9.7% and
12.1% respectively).

Introduccién

La especie C. moschata, por la extensién que ocupa y la diversidad de formas que presenta,
es la més importante de los trépicos de América pues se adapta tanto a regiones hiimedas y
cdlidas como altas y frias. Se conoce en estado nativo desde México hasta Colombia y
Venezuela; y se cultiva en el primer pais desde unos 1500 aios antes de Cristo
(/USDA').Leén, 1987). Se pens6 que tenfa origen asiitico pero hoy dia se conoce que es
una especie domesticada en América Latina, aunque no estd todavia claro cudl es el drea
precisa de domesticacién. La variacién que presenta no parece ser un factor que permita
sugerir ninguna regién en particular como centro de origen, pues esta especie es
sumamente variable en la morfologia de sus frutos y semillas (Lira y Montes, 1992). Uno
de los usos mas importantes de los frutos maduros es como verdura y en la preparacién de
dulces; las flores, los tallos jévenes y los frutos tiernos son usados en menor grado en las
dreas nativas de la especie (Lira, 1995).

En la coleccion de Cucurbita spp. del CATIE se conservan mds de 1500 accesiones de C.
moschata pero la mayor parte no se ha caracterizado lo que representa limitaciones de uso
pues no se conoce la variabilidad existente. El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar en forma preliminar 51 accesiones de ayote para conocer la diversidad y
generar informacion bdsica para la seleccion de genotipos dtiles para incorporar en
programas de investigacién y desarrollo. Esta actividad es parte del proyecto "Evaluation,
Regeneration and Enhanced Database of Unique Genetic Resources from Meso-America”
(CATIE

' United States Deparment of Agriculture (USDA)
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Metodologia

Las accesiones se sembraron en eras de Im de ancho y 3m de largo con 5 plantas
sembradas en linea y manteniendo una distancia de 10 m entre accesiones. Durante el
crecimiento de las plantas se evité que las guias sobrepasaran el limite establecido para
cada parcela (10 x 10 m).

Durante 1997 se evaluaron 51 accesiones las que se sembraron en diferentes fechas junio,
agosto y noviembre. Durante las mediciones de campo se encontraron plantas con
caracteristicas distintas dentro de una misma accesion por lo que estas plantas o grupos de
plantas se evaluaron en forma independiente y se identificaron con el nimero original de la
accesion mas un sufijo, por lo general, una letra mayiscula. Al total de individuos
obtenidos por la subdivisién de accesiones, mas las accesiones sin clasificar o dividir, se les
denomina como subaccesiones.

Por tratarse de una planta alégama se realizaron polinizaciones controladas para conservar

la identidad genética de los genotipos en estudio.

Para la caracterizacion se utiliz6 la lista de descriptores publicada por Ezquinas-Alcazar y
Gulick (IBPGR, 1983). El registro de la informacién en el campo se realiz6 cuando al
menos el 50% de las plantas tenian floracién. Los frutos se cosecharon cuando alcanzaron
la madurez fisiol6gica y se almacenaron, previo al registro de la informaci6n, por al menos
6 semanas para asegurar que la semilla alcance su madurez fisiolégica.

Resultados y discusion

Las caracteristicas que mds se utilizaron en el campo para clasificar plantas dentro de
accesiones fueron forma, tamaiio y color de los frutos. Se obtuvieron 114 subaccesiones de
51 accesiones analizadas. Se observaron 36 accesiones (70.6%) con variacién dentro de
ellas: 16 accesiones formaron 2 divisiones, 15 formaron 3 divisiones, 4 formaron 4
divisiones y la accesién 15050 formé 6 subaccesiones. Este resultado indica la variacion
que existe dentro de accesiones producto del sistema de reproduccién alégama que
caracteriza a esta especie.

En el Cuadro 1 se presentan las caracteristicas cuantitativas promedio del fruto y de la
semilla de 114 subaccesiones evaluadas hasta el momento. Las caracteristicas de peso y
longitud de fruto presentaron la mayor variacién con coeficientes de variaciéon (CV) de
59.4% y 49% respectivamente. De acuerdo a los valores minimos y méaximos se puede
observar que se encuentran frutos pequeiios de 327 g en promedio y grandes de mas de 6
kilos de peso. Es importante sefialar que estos son los promedios de 10 frutos evaluados por
accesion pues se encontraron frutos de méis de 12 kilogramos. Las caracteristicas de
longitud, ancho y grosor de la semilla presentaron la menor variacién con coeficientes de
8.4%, 9.7% y 12.1% respectivamente, indicando que son caracteristicas relativamente
uniformes entre accesiones. No se ha realizado un andlisis estadistico completo de toda la
informacién debido a que parte de los materiales genéticos se estin aiin evaluando en el
campo y otra parte esta en proceso de digitar la informacién.
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Cuadro 1. Valores minimos, méximos, rangos, promedios, desviacion estdndar y
' coeficiente de variacién de las caracteristicas cuantitativas del fruto y la semilla
de 114 subaccesiones de Cucurbita moschata.

Caracteristica Minimo Msdéximo Rango Promedio Desviacién Coeficiente
estandar  de variacién
(%)
Peso del fruto (g) 3270 67253 63983 19519 1160.0 594
Longitud del fruto (cm) 6.5 55.0 48.5 22.1 10.8 49.0
Ancho del fruto (cm) 8.5 242 15.7 14.4 34 23.7
Longitud del pediinculo (cm) 2.0 7.5 55 44 1.1 25.0
Grosor de cdscara (cm) 1.3 6.4 5.1 33 09 27.4
Grosor de pulpa (cm) 0.9 43 34 20 0.7 35.0
Diametro de cavidad (cm) 55 16.3 10.8 94 2.2 23.4
Semillas por fruto 56 814 758 430.8 162.4 377
Longitud de semilla (mm) 12 18.5 6.5 154 1.3 84
Ancho de semilla (mm) 6.0 10.0 4.0 8.2 0.8 9.7
Grosor de semilla (mm) 2.0 4.3 2.3 3.3 0.4 12.1
Conclusiones

De 51 accesiones sembradas en el campo se presentd variacion dentro de 36 accesiones
generando un total de 114 subaccesiones evaluadas.

Las caracteristicas de peso y longitud del fruto presentaron la mds alta variacion. Las
caracteristicas con més uniformidad entre accesiones fueron longitud, ancho y grosor de
semilla.

La variacién encontrada puede ser importante para los programas de mejoramiento genético
y seleccion pues permite seleccionar genotipos para evaluacién, de acuerdo a las
necesidades agronémicas y de mercado. Se espera evaluar al menos 300 accesiones de C.
moschata para utilizacién de la informacién y del germoplasma en programas de
fitomejoramiento.

La caracterizacién de germoplasma permite conocer y valorar el recurso conservado, y
hacerlo disponible para fortalecer los programas de investigacién y desarrollo de la especie.
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CARACTERIZACION DE 97 ACCESIONES DE CHILE DE LA COLECCION DEL
CATIE

Antonio Mora, Carlos Astorga, Rodolfo Sianchez, Elkin Bustamante.
Unidad de Recursos Fitogenéticos, Area de Agricultura Ecoldgica

Abstract

The objective of this research was to characterized 97 accessions of Capsicum sp from the
CATIEs germplasm collection by through agro-morphological characteristics. A total of 70
characters were evaluated and analyzed. The analysis obtained 10 groups with the 133
subaccesions by the Gower method and was verify by the X? test and show significance
with the procedence country and specie. The discriminant value from 70 characters
obtained a 46 with highest discriminant value, 32 qualitative (significance at 1% by X test)
and 8 quantitative characters were selected by the “D” Engels Index. The agro-
morphological characterization permit to know the phenotipic variation and give value to
the conserved germplasm and made avalible to the research programs.

Introduccién

Las actividades de conservacién y evaluacién de germoplasma requieren de un constante
monitoreo y de la aplicacién de nuevas metodologias que permitan mejorar las condiciones
de conservacion y racionalizar el manejo para reducir el riesgo de perdida de material
genético.

La caracterizacién de los recursos fitogenéticos proporciona la base para conocer los
atributos que posee cada genotipo conservado. Con la informacién generada se fortalece el
desarrollo de bases de datos titiles a los programas de fitomejoramiento y de desarrollo y
promover el uso de estos recursos en la solucion de los problemas que enfrenta la
agricultura.

El objetivo de este trabajo es presentar los resultados preliminares de la caracterizacién de
97 accesiones de chile (Capsicum spp.) obtenidos dentro de las actividades del proyecto
"Evaluation, Regeneration and Enhanced Database of Unique Genetic Resources from
Meso-America” (CATIE/USDA?).

Metodologia

A partir del mes de abril de 1997 se inici6 la preparacién de los semilleros de chile. El
establecimiento de la plantacién en el campo se inici6 el 12 de junio de 1997 y continué
hasta octubre de 1998 cuando se realizé el transplante al campo del ultimo grupo de
accesiones.

La distancia de siembra entre surcos o lomillos fue de 1.5 metros y entre plantas de | metro
para una densidad de siembra de 6667 plantas por hectdrea; la distancia entre parcelas fue
de 2 metros. El nimero de plantas por accesién fue variable (5 a 8) en funcién de la
germinacién y de la disponibilidad de semilla en la muestra original.

Se utiliz6 como base para la caracterizacién la lista de descriptores para Capsicum spp.
publicada por IPGRI, AVRDC y CATIE (1995). La procedencia de los genotipos evaluados
correspondi6 a 14 paises; el 67.1% de las accesiones pertenecen a Costa Rica, Guatemala y
México y el 32.9% a los 11 paises restantes. En varios casos, se encontraron plantas con

2 United States Deparment of Agriculture
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caracteristicas distintas dentro de una misma accesién por lo que estas plantas o grupos de
plantas se evaluaron en forma independiente y se identificaron con el nimero original de la
accesion mds un sufijo, por lo general, una letra mayudscula. Al total de individuos
obtenidos por la subdivision de accesiones, mds las accesiones sin clasificar o dividir, se les
denomina como subaccesiones. Para el andlisis de los datos de chile se usé el
procedimiento "CLUSTER" de conglomerados del paquete estadistico SAS.

Resultados

Las caracteristicas que mds se utilizaron en el campo para separar o clasificar plantas dentro
de las accesiones fueron forma y tamaio del fruto y en menor grado color y tamaiio de
hojas y color de la corola. Se obtuvieron o derivaron 133 subaccesiones de un total de 97
accesiones caracterizadas. En total se observaron 25 accesiones con plantas de
caracteristicas diferentes: 16 de estas accesiones formaron 2 divisiones, 8 formaron 3
divisiones y 1 accesion formé 4 divisiones. Los paises que mds variacion presentaron
dentro de accesiones fueron Guatemala y México. De Guatemala 9 accesiones (53%)
originaron 25 subaccesiones y de México 6 accesiones (37.5%) dieron origen a 15
subaccesiones; esto indica la variacién que presentan los materiales provenientes de estos
paises. En el caso de Costa Rica 5 accesiones (15.6%) se dividieron en |1 subaccesiones.

El resultado del agrupamiento de las accesiones obtenido con el método Gower (1967)
mostré 10 grupos con las 133 subaccesiones analizadas.

La mayoria de las subdivisiones por accesién quedaron en el mismo grupo; para las
accesiones 16067 (Costa Rica), 16268 (Guatemala), 11277 (Guatemala) y 8062 (México)
las subaccesiones se distribuyeron en grupos distintos lo que muestra la variacion dentro de
estas accesiones.

Se realiz6 una prueba de xz para verificar si los agrupamientos son afectados por el pais de
procedencia y por la especie encontrindose significancia en ambas pruebas. Las
subaccesiones de Costa Rica concentraron su distribucion en los grupos 3, S y 6 (78.9%),
las de México en los grupos 4, 7 y 8 (84%), Guatemala en los grupos 6 y 7 (66.7%), Peri
en los grupos 1, 9 y 10 (83.3%) y las 5 accesiones de Rusia quedaron en el grupo 3
confirmando la relacion de la procedencia con los agrupamientos obtenidos. Esto es una
indicacién también de la variacién que existe entre paises o lugares de procedencia y la
necesidad de contar con una adecuada representacion genética de materiales provenientes
de diferentes regiones.

La pungencia es una caracteristica importante en la seleccion de los materiales para el
mercado pues existe una demanda importante de materiales picantes por un lado y los
totalmente dulces por otro. Los grupos 2 y 3 se caracterizaron por presentar tipos dulces
siendo la mayoria de Capsicum annuum. Los frutos de C. chinense se conocen por ser muy
picantes, esto se comprobd en este trabajo pues la mayoria de accesiones de esta especie,
presentaron muy alta pungencia (valor 9). El grupo 4, con 10 de 11 individuos de C.
annuum, se caracterizd por ser también picantes (pungencia 7) o muy picantes (pungencia
9). Los grupos 5 y 6 se caracterizaron por presentar la mayoria de las subaccesiones de la
especie C. frutescens. Observando estos resultados se comprueba la tendencia al
agrupamiento de acuerdo a la especie, sin embargo, las 12 subaccesiones de C. chinense se
distribuyeron en 5 grupos mostrando la variabilidad de esta especie. Algunos genotipos no
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se lograron identificar a nivel de especie por lo que se mantienen nombrados Gnicamente
con el género (Capsicum spp.); la mayoria (57.6%) se ubicaron en los grupos 7 y 8.

El valor discriminante de los caracteres cualitativos se determiné mediante la prueba de xz.
De los 46 caracteres analizados se detect6 32 de ellos con alta significancia (1%), 4 con
significancia al 5% y solamente 10 no significativos. Las caracteristicas cualitativas
elegidas como mds discriminantes entre estos grupos son: pubescencia del hipocétilo,
posicidn de la flor, color de la corola, color de la mancha de la corola, color del filamento,
forma del fruto, forma del fruto en la unién con el pedicelo, y pungencia del fruto. El valor
discriminante de caracteres cuantitativos se determiné a través del indice "D" de Engels
(1983) utilizando las medias de los grupos en las comparaciones miiltiples de Duncan. Las
principales caracteristicas seleccionadas como discriminantes son: longitud de hoja madura,
dias a floracion, longitud de corola, longitud de filamento, longitud del fruto, grosor de la
pared del fruto, niimero de semillas por fruto, y didmetro de semillas.

En el Cuadro 1 se presentan los valores maximo y minimo, promedio, desviacion estandar y
el coeficiente de variacién (CV) para las caracteristicas cuantitativas del fruto. Se puede
observar que los caracteres menos variables fueron el didmetro de semilla y el nimero de
16culos por fruto con CV de 13 .5% y 20.8% respectivamente; en el caso del nimero de
l6culos varié de 2 a 4 por fruto. El caracter mas variables fue peso del fruto (CV de
154.1%) seguido del porcentaje de pediinculo (CV 86.2%), ancho del fruto (CV 76.2%) y
nimero de semillas por fruto (CV 72.8%). El valor maximo observado en el porcentaje de
pedinculo indica que existen frutos con una alta proporcién de pediinculo. En relacién con
la variable materia seca se observa, por el valor minimo, que se presentan accesiones con
frutos de alto contenido de agua.

Cuadro 1. Valores minimos, maximos, rangos, promedios, desviacién estindar y
coeficiente de variacion de las caracteristicas cuantitativas del fruto. CATIE.
1999.

Caracteristica Minimo Mséximo Rango Promedio Desviacion Coeficiente

estaindar  de variacion
(%)

Longitud del fruto (cm)* 0.7 225 218 55 32 58.2

Ancho del fruto (cm) 0.5 124 119 2.1 1.6 76.2

Peso del fruto (g) 0.1 1049 1048 13.3 20.5 154.1

Longitud del pedicelo (cm) 1.6 6.3 4.7 30 0.8 26.7

Grosor pared fruto (mm)* 0.2 7.8 7.6 2.2 1.1 50.0

Nimero de semillas* 9.1 260.0 2509 694 50.5 72.8

Didmetro de semilla (mm)* 2.7 6.9 4.2 3.7 0.5 13.5

Nimero de l16culos 2.0 4.0 2.0 24 0.5 20.8

Porcentaje de pediinculo 0.2 27.3 27.1 5.1 44 86.2

Materia seca (%) 24 62.9 605 138 8.1 58.7

*Caracteristicas discriminantes
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Conclusiones

Se encontraron plantas distintas dentro de 25 accesiones por lo que se dividieron en
subaccesiones y se evaluaron independientemente. Se obtuvieron 133 subaccesiones de un
total de 97 accesiones evaluadas.

El andlisis estadistico realizado permiti6é la formacién de 10 agrupamientos con las 133
subaccesiones evaluadas. Se identificaron 8 caracteristicas cualitativas y 8 cuantitativas que
mds discriminaron entre grupos.

A través de la prueba de xz se determiné que los grupos formados corresponden con el pais
de procedencia y con la especie.

Es posible la seleccién de genotipos por su alto valor en pungencia (muy picantes)
principalmente en la especie Capsicum chinense.
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Abstract
In Peru, activities related to develop agrodiversity in situ conservation strategies have been
the focus of a variety of institutions. In 1995, CIAT, began to coordinate activities with
national and non governmental organisations for the maintenance of bean genetic diversity
on farms. In this sense, following an anthropological approach, the present study seeks to
support this initiative continuing the research on the identification of the principal reasons
for which the farmers conserve bean mixtures. As a result of interviews, it was identified
that half of the farmers still cultivate mixtures, use different types of bean seeds and
recognise agronomic advantages such as diseases resistance, good yields and precocity.
However, there is a general trend in the group of farmer for abandon mixtures because
other factors that influence their conservation, such as economical aspects, grain quality
and seed availability. In this manner, the genetic homogenisation in beans is occurring
through a selection process oriented by consumer criteria and related to aesthetic
characteristics, like white grain colour and taste.
Key words: germoplasma, conservacion, recursos fitogenéticos.

Introduccién

La necesidad de incrementar los esfuerzos en la conservacion in situ de recursos
fitogenéticos es enfatizada en la Convencién de Diversidad Biolégica (CDB) y en la
Agenda 21. La conservacidn in situ es una estrategia complementaria a los métodos ex situ
para la conservacion de biodiversidad. Los métodos in situ se han enfocado principalmente
a conservar hdbitats, ecosistemas y especies forestales, desarrollados principalmente a
través de reservas forestales. Muy pocas acciones se han implementado para conservar
cultivos y sus recursos genéticos relacionados, el mantenimiento de variedades y cultivares
in situ puede ser componente esencial de un desarrollo agricola, alternativo a sistemas de
finca de altos insumos. (Iwanaga, 1995). En el dmbito mundial, algunos paises han iniciado
el desarrollo de estrategias sobre conservacion in situ de agrodiversidad. En Cajamarca,
Perd, organizaciones nacionales y no gubernamentales, han coordinado acciones para
promover ferias de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris). En 1995, CIAT aund esfuerzos a
este trabajo colaborativo, enfocdndose a la conservacién de diversidad genética de frijol en
fincas de agricultores. En las primeras investigaciones, se observé que el agricultor parecia
conservar esta diversidad como estrategia para enfrentar riesgos ambientales (Fujisaka y
Hurtado, 1996, sin publicar). También se analizé que la conservacién de la diversidad
estaba asociada al mantenimiento de mezclas de semillas. La siembra de mezclas de
semillas de frijol no es una prictica generalizada, y los estudios que existen al respecto
provienen principalmente de Africa, donde se ha reportado que los agricultores manejan un
promedio de 13 a 20 variedades. Algunos investigadores consideran las mezclas de semillas
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como un gran y posiblemente dnico banco de variabilidad, mantenido bajo una larga y
continua selecciéon humana y ambiental. Martin y Adams (1987) sugieren la necesidad de
evaluar los beneficios que podria ofrecer este germoplasma.

Metodologia

Se encuestaron 53 agricultores, 70 % de los cuales ya habian sido visitados en 1995. Se
caracterizaron los tipos de semilla sembrados por los agricultores en 1997. En el caso de
mezclas se hizo una caracterizacién de los cultivares componentes. Para distinguir los
morfotipos de frijol presentes en las mezclas, se utilizaron como criterios de diversidad: 1)
hébito, (arbustivo o voluble); 2) tipo de grano (color, tamaiio y forma )y 3) uso ( frijol o
fiufia -tipo de frijol que revienta al tostar-).

Se aplicé la técnica de Mancala para analizar el proceso de toma de decisiones (Montoya,
1993; Barker, 1979). Se pregunt6 a los agricultores por el tipo de semilla que preferian y las
opciones que se presentaron a los agricultores fueron: siempre mezcla, frijol blanco, y en
forma adicional, los tipos de semilla que usualmente sembraban.

Para determinar si entre 1994 y 1997 hubo cambios en el nimero de agricultores que
sembraron mezclas, se utilizé la técnica de McNemar (Sokal y Rohlf, 1995)

Resultados

Manejo de la semilla. Cerca de la mitad de los encuestados (48%) seleccionan la semilla,
favoreciendo granos que usualmente son de interés comercial, como son los de tipos
Blanco; frijoles para tostar como la Nufia Pava; y el Gloriabamba, que es una variedad
introducida y mejorada, Plomo o Bayo y también para consumo como el Huicapa. La
quinta parte (20%) de los agricultores mantienen dos tipos de semilla: una seleccionada y
otra que corresponde con los pintados. Finalmente, un 28% no hace ninguna seleccion de
los pintados (que es como usualmente se llama a la mezcla).

Cosecha y uso. Las diferencias en duracién que pueden existir en el ciclo productivo de los
diferentes morfotipos fue considerado mas bien como una ventaja por los productores. Se
encontraron muy pocos productores que conforman mezclas y para esto atienden mds la
seleccién de algunos tipos de granos y semillas sanas, que las proporciones. No se encontrd
relacién entre destino de la produccion y diversidad, es decir, que los agricultores que
siembran para autoconsumo no necesariamente conservan mayor diversidad (P>X2c=.0,41
a0.47).

Tendencias en el mantenimiento de la variabilidad. En 1998, se encontré un promedio de
15 morfotipos de frijol por agricultor. En los tltimos tres afios, el 40% de los productores
mantuvo semilla no seleccionada; un 34% no sembré mezclas. Un 21% dejé de sembrar
pintados. La Figura | muestra la evolucién en la siembra de mezclas o pintados,
representada por el porcentaje de agricultores que en los dltimos 10 afios se han mantenido
sembrindolas, Se observa la tendencia a abandonar la siembra de mezclas.
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Figura I. Evolucion en la siembra de mezclas por parte de los agricultores (n = 51)
en Cajamarca, Peru, 1998*
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*El segmento 97 — 98 (punteado), 16% de agricultores no decididos, se asumid, conforme
a la tendencia que no sembrardn mezclas.

Resultados obtenidos mediante la técnica de Mancala. Un 87% de los productores
descartaron las mezclas. Como parte de este grupo un 68% prefirié otro tipo de frijol,
debido principalmente a su bajo precio y/o dificil venta, un 61% prefirié otra calidad de
consumo, y una menor proporcion de informantes hizo referencia a bajo rendimiento o no
conocer la semilla de pintados. De otro lado, un 13% de los productores, prefirieron
mezclas (no las descartaron). Un 67% de este tipo de agricultor aprecia los pintados por sus
caracteristicas morfoagronémicas, utilidad y deseable calidad para autoconsumo, y también
un 50% dijo que la sembraba por que era la semilla de la cual disponian.

Discusion

La importancia de la diversidad de cultivares de frijol que alin se mantiene en la zona,
radica no sélo en el uso actual (autoconsumo), sino también en el gran valor de uso
potencial. Por el conocimiento relativo al manejo de mezclas (para la preparacién de
semilla, métodos de siembra, cosecha, almacenamiento) y por el uso que se da a los
miiltiples cultivares de frijol en la alimentacion, es muy importante el papel que desempefia
el agricultor en el mantenimiento y conservacion del germoplasma.

En general, el mantenimiento de la semilla de los pintados no exige del agricultor un
trabajo adicional para seleccionar los cultivares que conformaran la mezclas al momento de
preparar la semilla, y corresponde quiza con la manera mas sencilla de alistar el grano que
serd sembrado. En estos casos, el ambiente es el que ejerceria la mayor seleccidn sobre la
semilla, favoreciendo sélo cultivares que logran adaptarse. Pareciera que de esa manera los
componentes (cultivares de la mezcla) mas competitivos y sus proporciones, se van
adecuando a las inesperadas y riesgosas condiciones que se presenten.
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Ademas de los aspectos agronémicos, hay factores que inciden en mayor medida para que
el agricultor decida mantener o descartar los pintados, referidos a aspectos de tipo
econémico, seguido por calidad de consumo y disponibilidad de semilla diversa.

Se observé incluso en aquellos productores que siembran para autoconsumo, la tendencia a
homogeneizar genéticamente el germoplasma, mediante procesos de seleccion en los cuales
se favorecen principalmente tipos de grano de interés comercial con mayor demanda y buen
precio en el mercado. Se corrobor6 que el precio de las mezclas o pintados en el mercado,
es la mitad de lo que puede costar el frijol blanco o fiuiia seleccionada, y también que es
dificil su comercializacion.

Son importantes las actuales acciones institucionales, como ferias de las semillas y
establecimietno de bancos locales de germoplasma, dirigidas: 1) a concientizar al productor
sobre la importancia de la agrodiversidad que mantiene en sus fincas, 2) rescatar el
conocimiento que ain queda sobre el manejo y uso de mezclas, asi como de los diferentes
cultivares, pues con esto se favorece su conservacion, incentivando en primer término el
consumo a nivel local. y 3) mejorar la disponibilidad de semilla diversa en las
comunidades.
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CRIOCONSERVACION DE APICES DEL VASTAGO DE CAOBA (SWIETENIA
MACROPHYLLA) CULTIVADOS IN VITRO USANDO LA TECNICA DE
ENCAPSULACION - DESHIDRATACION

Maria Elena Aguilar, Luis Pérez, Karol Salazar
Unidad dc Biotecnologia, Arca de Agricultura Ecolégica

Abstract

The first results of the cryopreservation of mahogany using encapsulation-dehydration are
presented. Shoot-tip survival (7%) after thawing was achieved when pregrowth for 3d in
liquid medium with 0,5M sucrose was used, followed by 6 h of dehydration in the laminar
flow. Cryopreservation of tissue-cultured tropical trees could be a realiable method for long
— term preservation.

Introduccién

La caoba (Swietenia macrophylla King) es una especie que se ha comercializado como una
de las maderas mds finas del mundo. Esta actividad se ha realizado mediante la explotacion
selectiva de los mejores individuos lo que ha promovido su deterioro en términos de
recursos genéticos. Por lo tanto existe la necesidad de buscar nuevas alternativas de
conservacion para esta especie. La crioconservacion constituye una estrategia de
conservacion a largo plazo de particular importancia para especies recalcitrantes o
intermedias con problemas de almacenamiento. Estas técnicas pueden aplicarse sin
aparente riesgo de inestabilidad genética, en un espacio minimo y con menor labor de
mantenimiento.

Pocos trabajos se han realizado en especies lefosas tropicales, todos ellos en Asia. Los
japoneses han utilizado la técnica de encapsulacion de dpices de Cedrela odorata y de otras
especies forestales para ser almacenados in vitro a 12 y 25°C (Maruyama et al, 1997a). Han
ensayado la técnica de vitrificacion en agregados de yemas adventicias de Guazuma crinita
y han obtenido tasas de sobrevivencia del 80% (Maruyama et al, 1997b).

La encapsulacion - deshidratacién es una nueva técnica simplificada la cual consiste en el
encapsulamiento de los explantes en una matriz de alginato de calcio y la deshidratacion de
los mismos antes de la inmersion en nitrégeno liquido. Esta técnica permite la congelacién
de explantes de grandes dimensiones, como dpices de 5 mm y estados embrionales de 2 o0 3
mm de longitud (Withers y Engelman, 1998). Con este trabajo pretendemos mostrar los
resultados obtenidos hasta el momento en el desarrollo de la técnica de encapsulacion -
deshidratacion de dpices de caoba.

Metodologia

Material vegetal: Se utilizd6 dpices de 3-4 mm de longitud, provenientes de la
multiplicacién de brotes juveniles. El medio de cultivo bisico utilizado en las diferentes
etapas de la crioconservacion estd constituido por las sales minerales de Murashige y
Skoog, 2.2uM de 2-iP y 3 % de sacarosa (Orellana, 1998).

Encapsulacion-deshidratacion de apices : Se realiz6 diferentes curvas de deshidratacién
de las capsulas de alginato en la campana de flujo laminar destinada para este estudio con el
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objetivo de determinar las condiciones 6ptimas para lograr un contenido de agua del 20 %
(optimo estimado para la mayoria de las especies). Para esto se realiz6 el precultivo de las
cidpsulas en medio liquido con diferentes concentraciones de sacarosa (0.3 M - 0.5 M - 0.75
M), a diferentes tiempos de precultivo (0- 1 -3 -5 -7 -9 - |1 dias) seguido de diferentes
horas de deshidratacion (0-0.5-1.0-1.5-20-25-30-35-40-45-50-5.5-60-
6.5-7.0-7.5 - 8.0 horas) en el flujo laminar. El contenido de agua de las cipsulas después
de la deshidratacién es determinado por la relacion entre el peso de materia fresca (PMF) y
el peso de materia seca (PMS), expresado en porcentaje (PMF - PMS/ PMF X 100).

Los dpices se aislaron y se cultivaron en medio semis6lido a la oscuridad durante 24 horas
para reducir el estrés producido durante la diseccién. El encapsulamiento se realizé con
alginato de sodio al 3% y CaCl, a 0.1M. Los dpices encapsulados se colocaron en un
precultivo de 3 dias en medio liquido a diferentes concentraciones de sacarosa (0.3, 0.5,
0.75M), en agitacion constante. Posteriormente las cdpsulas se deshidrataron durante O - 2 -
4 y 6 horas en el flujo laminar y se colocaron en los criotubos para su congelacién a -
196°C. Un dia después se realiz6 el descongelamiento lento de los cultivos a la temperatura
ambiental. La recuperacion de los dpices crioconservados se realiz6 mediante su cultivo en
cajas petri que contenian el medio basico semisélido y en condiciones de oscuridad durante
una semana. Posteriormente, los cultivos fueron transferidos a medio fresco y colocados en
un cuarto de cultivo bajo un fotoperiodo de 12 horas y una temperatura promedio de 27 + |
°C.

Resultados y discusion.

El éxito de la crioconservacion puede estar estrechamente asociado con el tamafio del
explante y su capacidad para reiniciar el crecimiento después de la congelacién. Se observé
que el 70% de los dpices de caoba de 3 a 4 mm de longitud fueron capaces de desarrollarse
en plantas, comparado a sélo el 20% de los dpices de 2 mm. Aunque los dpices de gran
tamaio presentan mayores probabilidades de reiniciar el crecimiento, también pueden ser
mds dificiles de deshidratar lo que reduce las probabilidades de sobrevivencia a la
congelacién. Escobar er al (1997) lograron porcentajes de recuperacion del crecimiento de
hasta el 64% después de la congelacion de dpices de yuca de 1-2 mm de longitud
comparado con dpices de 3-4 mm donde no hubo recuperacion.
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Figura 1. Curva testigo de deshidratacion de las cdpsulas de alginato
de calcio cn un precultivo de 3 dias con difcrentes concentraciones
de sacarosa y diferentes tiempos de deshidratacion en el flujo laminar.
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La Figura 1 muestra la curva de deshidratacion utilizada como referencia para seleccionar
los tiempos experimentales de deshidratacion de los dpices de caoba encapsulados. Se
observa que el 20 % de contenido de agua de las cipsulas se alcanza en un periodo de 3.5-
4.0 horas de deshidratacién a 0.3 M de sacarosa; entre 5.5-7.5 horas a 0.5M, en tanto que
para una concentracion de 0.75 M se requiere mis de 8 horas de deshidratacion.

El Cuadro 1, resume los resultados de diferentes ensayos realizados con dpices de caoba
encapsulados para determinar el contenido de agua 6ptimo a la congelacion.

Cuadro 1. Efecto de la concentracion de sacarosa en el medio dc precultivo y el tiempo de
deshidratacion sobre el contenido de agua y viabilidad de los dpices encapsulados antes y
después de la congelacion en Nitrégeno liquido (-196°C).

Precultivo Deshidratacion Contenido de Agua Sobrevivencia (%)
Sacarosa (Horas) (% )* -NL + NL
030 M 0 100£0.00 73.33 0

2 51.47+6.11 95.0 0
4 19.05+4.07 50.0 0
6 17.30+3.38 13.33 0
0.50 M 0 100+0.00 93.33 0
2 58.98+6.20 84.21 0
4 40.58+6.91 50.0 0
6 27.13+6.33 20.0 7.0
075 M 0 100+0.00 93.33 0
2 60.04+9.37 70.0 0
4 33.44+3.59 40.0 0
6 34.23+1.39 13.33 0

*Los intervalos de confianza se calcularon con la Prueba de Z al 0.05
M: concentracién molar, NL: Nitrégeno liquido

Como puede verse los contenidos de agua del explante encapsulado son similares a
aquellos obtenidos en la curva de deshidratacién testigo (Figura 1). A mayor deshidratacién
se reduce la viabilidad de los dpices no congelados en comparacidon con los dpices que sélo
fueron tratados con el precultivo (0 horas de deshidratacion). Sin embargo, una
deshidratacion éptima es necesaria para garantizar la recuperacion del crecimiento después
de la congelacién.

En cafia de azicar la mayor sobrevivencia de dpices (67%) a la congelacién se logré con un
precultivo de 24 horas en 0.75 M de sacarosa (Gonzalez-Arnao et al, 1996). Estos autores
hacen referencia a la accién de la sacarosa, no sélo en la deshidratacién osmética, sino
también porque ésta penetra a la célula en grandes cantidades y se ha demostrado que la
adquisicion de tolerancia a la congelacién es asociada a la acumulacién de azicar y de
almidoén en el interior celular.

Los mejores resultados obtenidos en caoba hasta el momento indican que un precultivo de
tres dias con 0.5M de sacarosa y 6 horas de deshidratacién permitié un 27% de contenido
de agua en los dpices encapsulados y un 7% de sobrevivencia a la congelacién en nitrégeno



liquido, después de 8 dias de recuperacién en la oscuridad. Segiin estos resultados las tasas
de sobrevivencia pueden ser mejoradas, por un lado aumentando el tiempo de
deshidratacion, lo que se traduce en una reduccion del contenido de agua congelable del
explante, y por otro lado evaluando el efecto de diferentes tiempos de precultivo con
sacarosa al 0.5 y 0.75 M.

Whiters y Engelmann (1998) consideran que el tiempo 6ptimo de deshidratacion varia en
funcién del tamaiio del explante y su contenido de agua inicial, por lo que se dan rangos
6ptimos de 13 a 35 % dependiendo de las especies y de la naturaleza del explante.

En cafia de azicar el precultivo con altas concentraciones de sacarosa por si solo fue
insuficiente para garantizar la viabilidad de los dpices crioconservados. De igual forma la
deshidratacion parcial hasta un 22% de contenido de agua en las cipsulas produjo el estado
vitrificado no congelable pero no la sobrevivencia después de la crioconservacion
(Gonzilez-Arnao et al, 1996). Estos autores sugieren que la estrategia mds conveniente a
seguir es la combinacién de estas dos condiciones.

Conclusiones

El éxito de la crioconservacion se traduce en la recuperacion del crecimiento del material
crioconservado. Los condiciones de crioconservacion definidas hasta el momento para
dpices de caoba (3 dias de precultivo con 0.5M de sacarosa y 6 horas de deshidratacion)
constituyen una referencia necesaria para continuar las experimentaciones y obtener altas
tasas de sobrevivencia a la congelacion.
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PLANT REGENERATION BY DIRECT SOWING OF Coffea arabica
SOMATIC EMBRYOS MASS-PRODUCED IN A BIOREACTOR

Hervé Etienne , Benoit Bertrand, Nelly Vasquez ,
Frangois Anthony, Dominique Etienne-Barry
Unidad de Biotecnologfa, Area de Agricultura Ecolégica

Resumen

Con el objetivo de sembrar directamente en suelo embriones somiticos de Coffea arabica
L., producidos masalmente en un bioreactor, con inmersion temporal (RITA®), se estudi6
el efecto de las condiciones de germinacién sobre su morfologia. La siembra directa mostré
una conversion altamente exitosa de los embriones en plantas cuando se utiliza embriones
germinados. Densidades superiores a 1,600 embriones/|l-biorreactor afectan positivamente
la morfologia del embridn provocando un importante alargamiento del eje embrionario (+4-
Smm). A esta densidad, la utilizacion de una concentracion elevada de sacarosa (234 mM)
dos semanas antes la siembra, estimula una eficiente conversién de los embriones en
plantas (78%) y un crecimiento vegetativo vigoroso de las plantas regeneradas. Ademas, la
siembra directa reduce el tiempo de mano de obra a 13% y las dreas de cultivo in vitro a
6.3% con respecto a los valores obtenidos por el método de aclimatacién convencional de
plantas desarrolladas sobre medios gelificados.

Introduction

Due to its considerable multiplication potential, somatic embryogenesis constitutes the
greatest possibility for large-scale clonal propagation of elite.The use of liquid media
enables embryogenic tissue proliferation and mass production of somatic embryos in
bioreactors or Erlenmeyer flasks of about twenty species, including coffee.

Unfortunately, problems with somatic embryo quality and the difficulty in extending
embryo development beyond its torpedo stage in liquid medium have been reported for
most of these species. To overcome these problems, manual selection of somatic embryos
capable of germination and frequent subcultures are required to obtain plants. These
laborious manipulations greatly increase the production costs which explain why somatic
embryogenesis has never been applied on a commercial scale.

Fujii et al. (1989) and Lai and McKersie (1995) have shown with alfalfa that it is possible
to sow somatic embryos produced on a gel medium directly in soil to obtain conversion
into plants. Such successful germination of mature somatic embryos directly in soil can
improve the cost-effectiveness of somatic embryogenesis as a means for plant production,
since the two most expensive stages of the process, in vitro germination and
acclimatization, could be avoided. Embryo production in a liquid medium would bring
further improvements to this technique.

The present series of studies was designed to: 1) define culture conditions in a temporary
immersion bioreactor allowing direct sowing of C. arabica somatic embryos in soil and 2)
determine the effects of such culture conditions on the rate of embryo-to-plant conversion
and subsequent vegetative growth of these plants.
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Metodology

Plant material and culture conditions

A high frequency somatic embryogenesis procedure was applied to selected C. arabica F1
hybrids obtained from crosses between varieties cultivated in Central America and semi-
wild trees originating in Ethiopia or Sudan (Bertrand et al. 1997). The Caturra x Ethiopian
E531 hybrid was used in all experiments.

A temporary immersion culture system, the RITA®II-bioreactor (Teisson and Alvard,
1995) was used for the entire regeneration phase using embryogenic suspensions.
Conditions for embryos production in this bioreactor and direct sowing were described by
Etienne-Barry et al. (1999).

Experiments

In expt. 1, the objective was to describe the different morphological stages observed in the
bioreactor and the plant conversion efficiency under horticultural conditions, after 2 and S
months of germination at a culture density of approximately 1,000 to 3,000 embryos per
bioreactor.

In expt. 2, the objective was to compare morphology and sowing efficiency of somatic
embryos cultivated at the following densities: 50; 200; 400; 800; 1,600; 3,200 and 12,000
embryos/bioreactor.

In expt. 3, the effect of enriching the germination medium with sucrose before direct
sowing was studied. A 2-week subculture was implemented to test two sucrose
concentrations (117 and 234 mM) maintaining the culture density at 1,600
embryos/bioreactor or reducing the density to 160 embryos/bioreactor.

In expt. 4, a test was conduced to compare the efficiency of direct sowing of somatic
embryos produced in bioreactors and acclimatization of plantlets produced conventionally
on a gel medium

In experiment 5, plant growth obtained either by direct somatic embryo sowing or from
sown seeds was compared after nine months in the nursery.

Results and Discussion

Expt |: Effect of germination stages obtained in a bioreactor on the success rate of direct
sowing. Successful germination of mass-cultured coffee somatic embryos was obtained in
the temporary immersion bioreactor. Three morphological stages were determined: the
“torpedo-shaped”, the “germinated” and the “plantlet”. When somatic embryos at the
torpedo-shaped stage were sown directly in soil in the nursery, only 10% converted
themselves into plants. Approximately, 40% of acclimatizated plants were obtained using
the germinated and plantlet in vitro stages. The germinated stage was more suitable for
sowing because it was obtained more rapidly and in larger quantities. A high plant
mortality was registered after acclimatization of the plantlet stage. In fact, sowing of
germinated embryos is less difficult than the acclimatization of plantlets whose roots and
leaves frequently present physiological problems.

65



Experiment 2: Effect of culture densitv during germination on somatic embrvo morphology
and sowing success.

Culture density during germination in the bioreactor strongly affected embryo
development. At the highest density (12,000 embryos/bioreactor), the embryos did not
progress beyond the torpedo-shaped stage. At intermediate densities, both torpedo-shaped
and germinated stages were observed concomitantly. At low densities (fewer than 400
embryos/bioreactor), embryos had expended cotyledons (5 to 12mm) and short embryonic
axes were obtained, whereas at high densities (above 1,600 embryos/bioreactor), embryos
with smaller cotyledons (<5 mm), significantly longer embryonic axes and higher fresh
weight were obtained.

The best density was 1,600 embryos/bioreactor. The embryos cultured at this showed ay, a
high rate of conversion into plants in soil and the highest growth after 3 months in the
nursery.The analysis of variance revealed a highly significant density effect regarding
embryonic axes length, fresh weight and plant size after 3 months in the nursery (p=0.0001
for all three parameters). A correlation coefficient matrix analysis showed a strong
correlation between the axes length of germinated embryos and plant size after 3 months in
the nursery (R’= 0.95, df=5).

Major physical constraints, resulting from the use of high culture densities, greatly affected
embryo morphology during germination in the bioreactor. The present results show that the
morphology of the germinated embryos strongly influences plant conversion efficiency
under soil conditions and subsequent plant growth.

Experiment 3: Effect of sucrose concentration in the germination medium.

Exposing somatic embryos to a high sucrose concentration in the germination medium
results in strong positive effects on their conversion into plants in the horticultural substrate
and on the subsequent growth of the plants. 78% of the germinated embryos rapidly
developed into plants once in soil. A high sucrose concentration, combined with a high
culture density, led to an increase of germinated embryos and an enhanced elongation of
their embryonic axes. Similar results have been reported for alfalfa (Lai and McKersie
1995), with an immersion in a solution of sucrose and mineral salts prior to germination
that greatly enhanced the conversion into plants and the vigor of seedling from somatic
embryos.

It is interesting to observe that high sucrose concentrations are not usually utilized during
germination. Indeed, for several species, high sucrose levels and/or abscisic acid are
utilized before germination to reproduce the maturation events observed in the seeds.

Under the culture conditions used in this study, by merely controlling culture density and
sucrose concentration, it was possible to obtain a high frequency (66%) of embryos all at
the same developmental stage. Such synchronised development is essential for successful
direct sowing and, more generally, for mass propagation. In the present study, this
synchronisation was obtained without manual selection or sieving, methods that are
routinely used with liquid medium procedures).

Experiment 4: Comparison of efficiency between direct sowing of somatic embrvos and
conventional acclimatization of plants produced on a gel medium.

Direct sowing of somatic embryos significantly reduced the time of in vitro culture by 3
months without adversely affecting somatic embryo conversion into plants. Furthermore,
handling time was reduced to 6,3% of that required for plant production on a gel medium
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and acclimatization. This is mostly due to a substantial reductxon in the time devoted to
transfers by using a liquid medium. Moreover, shelving requirements decreased to 13% of
the area needed with culture on a gel medium. Sown somatic embryos developed just as
quickly as plantlets with 2 to 4 pairs of leaves produced conventionally on a gel medium.

By directly sowing embryos produced in a bioreactor, it is possible to avoid the in vitro
plantlet production stage, which is the most labor-intensive and expensive aspect of somatic
embryogenesis procedures. Therefore, it is reasonable to expect major economic gains,
since labour and shelving area usually represent 70% and 10% of the micropropagation
costs (Donnan 1990). |

Experiment 5: Growth comparison of plants obtained by direct sowing of somatic embryos
or from seeds

After 9 months of growth in the horticultural substrate, development of plants obtained by
direct sowing of somatic embryos was similar to that of plants from seeds. The length and
fresh weight of roots or plants were not significantly different.

There are two ways of reducing production costs generated by handling in vitro explants
during the last steps of somatic embryogenesis for achieving successful mass propagation:
1) production of artificial seeds that are inexpensive, storable and directly sowable into the
field; and 2) production of somatic embryos or young plants in a liquid medium that can be
transferred directly to the greenhouse or the nursery. The present study was devoted to
exploring the second alternative. This work shows that conditions under which germination
is realized in a temporary immersion bioreactor are decisive to obtain plant regeneration
after direct sowing of somatic embryos in the nursery. Successfully achieved with a woody
plant, direct sowing of uncoated somatic embryos produced in a temporary immersion
bioreactor, represents an alternative to the production of artificial seeds and could provide
an economically valid solution for many species.
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MARCADORES MOLECULARES COMO HERRAMIENTA PARA LA
CARACTERIZACION Y MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS

Wilbert Phillips Mora
Unidad de Biotecnologia, Area de Agricultura Ecolédgica

Abstract

Efficient utilization of genetic resources of plants depends on their adequate ct aracterization.
Traditionally, this characterization has been made using phenotypic traits, which have helped
to differentiate various genotypes, but not always in an accurate way because they are affected
by environmental effects. DNA markers that are no subjected to these influences, provide an
opportunity to examine and describe more precisely the genotypes and their relationships at a
genetic level. During last two years, molecular markers have been used in CATIE for studies
on different species such as, Pachyrhizus tuberosus (yam bean), Theobroma cacao (cocoa),
and Swietenia macrophyla (mahogany). Studies on Quasia amara (quasia) have also started
this year. The obtained information is useful to improve organization and utilization of
germplasm collections, to design future collection strategies, and to organize better the
improvement programs of these species.

Introduccion

Durante siglos, el ser humano ha tratado de mejorar selectivamente plantas y animales para
producir nuevas formas ttiles al hombre, sin embargo, el mejoramiento convencional es un
proceso muy lento y las técnicas usadas han estado confinadas a organismos que pueden
cruzarse exitosamente (Brock et al. 1994).

En plantas, la caracterizacion, seleccién y mejoramiento de los individuos se ha hecho
tradicionalmente, usando la expresion fenotipica de los caracteres, sin embargo, fa eficiencia de
la seleccién basada en este tipo de ensayos se ha visto reducida entre otras causas, por el efecto
que tiene el ambiente sobre las caracteristicas evaluadas (CIMMYT [996).

Los marcadores de ADN han abierto nuevas posibilidades para el conocimiento de los
genotipos a un nivel antes inimaginado, permitiendo examinar y describir directamente su
contenido genético sin influencia de factores ambientales (Powell 1992). Los marcadores
moleculares son fenotipicamente neutros y presentan una mayor segregacion o polimorfismos
que los marcadores morfoldgicos (Tanksley 1993). Pueden ser evaluados desde que la planta
estd en sus primeros estados de desarrollo, usando toda o una parte de ella (Powell 1992).
Aparentemente estin libres de efectos epistdticos y virtualmente se puede evaluar un nimero
ilimitado de ellos, o sea, teéricamente permitirian analizar todo el genoma de un individuo.

En sentido amplio, un marcador molecular es cualquier caracteristica quimica o molecular
medible, que es heredada segin un modelo mendeliano simple (Walton 1993). Se incluye
aqui, tanto a los marcadores de ADN como a aquellos que analizan los productos inmediatos
del ADN, que son las proteinas (principalmente las isoenzimas). En sentido mds restringido,
los marcadores moleculares son segmentos de ADN que se consideran como marcas o puntos
de referencia para el andlisis del genoma, los cuales pueden ser generados y visualizados
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siguiendo procedimientos especificos. Estos segmentos usualmente representan variantes o
sitios polimérficos que pueden ser identificados empleando estrategias generales tales como
hibridacién molecular, o amplificacién enzimdtica del ADN (Caetano-Anollis 1993),

Los marcadores son obtenidos mediante procedimientos de laboratorio que permiten generar a
partir del ADN, pequefias bandas o fragmentos, que se hacen visibles usando diferentes” vias,
como la tincién con bromuro de etidio y su posterior visualizacion con luz ultravioleta o la-
marcacion con isétopos radioactivos visualizados mediante radiografias. Es posible distinguir
a cada individuo, por patrones determinados de fragmentos que refléjan su contenido genético.
Cuando un mismo fragmento estd prcsente en uno de un individuo pero ausente en otro, se dice
que estamos en presencia de un pollmorﬁsmo de ADN. A mayor cantidad de polimorfismos,

mayor separacion genética habré entre dos individuos determinados, pudiendose cuantificar y
analizar estadisticamente las diferencias obtenidas entre individuos o entre grupos de
individuos.

En sintesis, los marcadores moleculares son ttiles para: caracterizacion e identificar plantas,
animales y mictroorganismos, en estudios filogenéticos y taxondmicos, verificar cultivares,
definir grupos genéticos y distancias genéticas entre individuos y entre grupos, determinar la
pureza de semillas hibridas, seleccionar individuos con caracteristicas deseables, construir
mapas de [igamiento genético y determinar los QTL. En el drea de los recursos genéticos y la
biodiversidad, son muy ttiles ademds, para cuantificar la diversidad genética, para eliminar
duplicados en las colecciones, para el disefio de estrategias de colecta y conservacién de
germoplasma, y en la definicién de “colecciones nticleo” (Haines 1994, Karp et al 1997).

Investigaciones realizadas en CATIE.

Para las investigaciones en el CATIE se utiliza la técnica RAPD ("Random Amplified
Polymorphic DNA"), la eual fue originalmente descrita en. 1990 por dos grupos independientes
de investigadores (Williams et al. 1990, Welsh y McClelland 1990). En los tltimos afios esta
técnica se ha popularizado porque carece de las desventajas de otras técnicas como el uso de
radioactividad y el costo, y permite generar datos en foma répida y relativamente barata. El
procedimiento consiste en esencia, en.usar el ADN extraido de la planta a manera de patrén,
para producir gran cantidad de copias de pequefios segmentos del' ADN en. estudio
(amplificacién). De cada planta se obtienen diferentes fragmentos, que son separados usando
electroforesis en agarosa y visualizados con luz ultravioleta. Normalmente se pueden obtener
varios fragmentos por cada individuo analizado, los cuales se ubican en una linea recta de
acuerdo con su peso. Con sélo variar uno de los componentes que participa en el ‘proceso
(denominado “primer”), se puede obtener un nuevo patrén para cada individuo. ' El andlisis
estadistico se realiza a partir de la informacién generado por la presencia o ausencia de bandas
polimérficas.

A continuacién se indican las principales investigaciones realizadas en el CATIE en los
tltimos dos afios, las cuales pueden ser consultadas con mds detalle en los resumenes incluidos
en estas memorias:

e Estudio de la variabilidad genética a escala molecular y cuantitativa de seis procedencias de

caoba (Swietenia macrophyla) del drea de centroamérica y México. Viquez, S., Phillips,
W, Navarro, C., Cornellius, J.
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e Evaluacion de la diversidad genética de la coleccion de jicama Pachyrhizus tuberosus
(lam.) spreng. del CATIE usando caracteres morfologicos y moleculares. Tapia, C.,
Phillips, W., Pérez, J.

e Andlisis de la resistencia a Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. en cacao usando QTL.
Phillips, W., Crouzillat, D.

Adicionalmente, el afio pasado se iniciaron investigaciones para definir una estrategia de
extraccion de ADN en Quassia amara, que permitird realizar este afio un andlisis de la
diversidad genética de la especie en Centroamérica. Al igual que en las investigaciones con
caoba y jicama, se caracterizardn los genotipos molecularmente y fenotipicamente, tratando de
buscar correlaciones entre ambos grupos de informacion.

Es importante resaltar que los trabajos se han realizado en coordinacion con diferentes
contrapartes dentro del CATIE, como son la Escuela de Posgrado, la Sub-Unidad de Recursos
Genéticos, el Proyecto Olafo y el Proyecto de Mejoramiento Genético Forestal. Se ha contado
también con la valiosa colaboracién de la Sub-Unidad de Estadistica para el andlisis de la
informacion.
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COBERTURAS VIVAS PARA EL MANEJO DE MALEZAS E INSECTOS,
DENTRO DE SISTEMAS AGRICOLAS SOSTENIBLES

Luko Hilje', Amoldo Merayo' vy
Francisco Fonseca' . ‘
'Unidad de Fitoproteccién, Area Agricultura Ecolégica, CATIE

Abstract

Living mulches for managing weeds and insects within sustainable agricultural systems.
CATIE's experiences on the use of living mulches for managing weeds and insects include
research on 20 plant species, especially leguminous ones. They were tested for both
perennial (cacao, peach palm, plantains, and coffee) and annual crops (corn and tomatoes).
Some muiches offer a good potential for developing sustainable agricultural systems, since
they are effective in suppressing weeds or decimating insect pests, and provide satisfactory
economic returns. Perennial peanuts (Arachis pintoi) associated with several crops, and
mucuna (Mucuna deeringiana) in corn, have withstood in providing good yields and
economic returns. There are also disadvantages with particular species, because of their
slow rate and high costs of establishment, as well as their competitive mteractnons with the
crops, that deserve further research.

Introduccion

Los agricultores habitualmente emplean practlcas agricolas o "culturales”, como parte de sus
sistemas de produccién. Dichas pricticas son adecuadas para sus propdsitos, pero en general
no estdn orientadas hacia el manejo de plagas. No obstante, a veces basta con modificarlas
levemente para que contribuyan a disminuir los problemas de plagas. Una de estas practicas
son las coberturas vivas, mediante las cuales se trata de incorporar en el sistema productivo
una o més especies que, por su naturaleza, aporten efectos compensatorios a los problemas
intrinsecos de los monocultivos convencionales.

En la bisqueda de opciones ante la crisis del modelo convencional de produccion agricola,
que es muy dependiente de insumos externos (plaguicidas y fertilizantes), lo cual lo hace poco
viable econémica y ambientalmente, la utilizacién de coberturas vivas es una valiosa tictica
para el desarrollo de sistemas agricolas sostenibles, por lo que en afios recientes han sido
objeto de investigacion en varias instituciones en las zonas neotropicales, entre las que figura
el CATIE.

Logros del CATIE

Los aportes del CATIE se asocian con los esfuerzos de generacién de tecnologias de manejo

integrado de plagas (MIP). El propésito de este documento es sintetizar dichos aportes,’ los

cuales incluyen la evaluacién de coberturas vivas tanto en cultivos perennes como en anuales,

en relacion con el manejo de malezas e insectos. En algunos casos se trata de investigaciones

exploratorias, de corto plazo, a través de tesis y, en otros, de proyectos formales de
investigacién, de mayor alcance.
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Cultivos perennes. Los resultados incluyen los siguientes cuatro cultivos: cacao (Theobroma
cacao), pejibaye (Bactris gasipaes), plitano (Musa AAB grupo, subgrupo plétano) y café
(Coffea arabica).

Cacao y pejibaye para palmito. Se evalué la capacidad de adaptacién, desarrollo y la
habilidad de ocho especies de leguminosas para controlar malezas durante el
establecimiento de ambos cultivos, en la zona Atlantica de Costa Rica (Dominguez 1990,
Dominguez y de la Cruz 1990). Dichas especies fueron: mani forrajero (Arachis pintoi),
Centrosema acutifolium, C. macrocarpum, C. pubescens, Desmodium ovalifolium,
Pueraria montana, kudzi (P. phaseoloides) y pica-pia lisa (Styzolobium deeringianum=
Mucuna deeringiana). En el caso del cacao, las especies con mejor adaptacién y eficiencia
para controlar malezas fueron P. montana, S. deeringianum y A. pintoi; no obstante, las que
tienen hdbito trepador (P. montana, pica-pica lisa y kudzi) fueron muy agresivas para el
cacao, por lo que se requiere cortar manualmente las guias al menos cada dos meses. En el
caso del pejibaye, C. pubescens fue la que mostré el mayor indice de adaptacién y mayor
capacidad para suprimir malezas.

Pldtano. Se estudié la capacidad de adaptacién y crecimiento de nueve leguminosas para
el manejo de malezas durante el establecimiento del cultivo, en Turrialba, Costa Rica
(Sdnchez 1993). Las especies fueron: mani forrajero, kudzd, canavalia (Canavalia
ensiformis), C. macrocarpum, C. pubescens, D. ovalifolium, Mucuna pruriens, Neonotonia
wightii y Vigna unguiculata. Se determiné que, por su persistencia y crecimiento sostenido,
el mani forrajero, kudzd, D. ovalifolium, C. pubescens y C. macrocarpum podrian utilizarse
como coberturas vivas durante el establecimiento del cultivo del plitano.

Café. En este cultivo se han evaluado varios aspectos, en la zona Atlantica de Costa Rica.
En un caso se estudié la capacidad de establecimiento y la habilidad competitiva del mani
forrajero, D. ovalifolium y cucaracho (Zebrina spp., Commelinaceae) para el manejo de
malezas en el cultivo (Vallejos 1993), mientras que en otro se evalué la capacidad de
establecimiento de seis coberturas vivas en una plantacién nueva y se determiné su impacto
sobre el rendimiento del cultivo (Garcia et al. 1997); dichas coberturas fueron cinco
leguminosas, mani forrajero, C. macrocarpum, C. pubescens, Crotalaria spectabilis y D.
ovalifolium, asi como el cinquillo (Drymaria cordata, Caryophyllaceae).

Vallejos (1993) determiné que las especies con mayor capacidad de establecimiento fueron
D. ovalifolium y A. pintoi, y que en la cobertura de A. pintoi se obtuvo el menor porcentaje
de agallamiento por nematodos de la raiz de café. Por su parte, Garcia et al. (1997) hallaron
que durante el primer afio del cultivo, las coberturas de A. pintoi, D. cordata y C.
macrocarpum fueron eficaces en el control de las malezas, cuy drea de cobertura casi
siempre fue inferior al 20%; no obstante, las coberturas redujeron el volumen y el peso de
la cosecha en el segundo aiio.

En la zona Pacifica de Nicaragua (Managua y Carazo), se seleccionaron el mani forrajero y
D. ovalifolium, para ser evaluadas en el control de malezas y la proteccion del suelo, debido a
su crecimiento rastrero (Staver 1993). Ambas mostraron un excelente control de malezas, en
comparacién con el manejo convencional del productor; la primera cobertura ofrecié
proteccién completa del suelo durante todo el afio, mientras que la segunda no se recuperé
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completamente después de la segunda estacion seca. Ademds, se incorpor6 el mani forrajero
dentro de varios sistemas de manejo de malezas, y se determiné que aquellos sistemas en los
que se incluy6 dicha especies tuvieron altos costos inicialmente, para la siembra, y ocuparon
2-4 veces mas mano de obra que los otros sistemas.

Cultivos anuales. Los resultados incluyen al maiz (Zea mays) y al tomate (Lvcopersicon
esculentum).

Maiz En este cultivo, los estudios sobre coberturas se han orientado hacia el manejo de:la
caminadora (Rottboellia cochinchinensis), que es una maleza de amplia distribucién en
Centro y Sudamérica y el Caribe. En la regién de Guanacaste, Costa Rica, -se han evaluado
las siguientes coberturas, para la supresién de dicha maleza: mani forrajero, canavalia,
kudzi, mucuna (Mucuna deeringiana), Centrosema acutifolium, C. brasiliensis,  C.
pubescens, Desmodium ovalifolium, Dolichos lablab, Neonotonia wightii, Stylosanthes
hamata y Vigna unguiculata (Merayo et al. 1997).

Los resultados obtenidos permiten proponer un sistema de manejo integrado de la
caminadora basado en la combinacién de cero labranza, control quimico (con un herbicida
preemergente, como la pendimetalina) y el control fisico o quimico durante el periodo de
barbecho. Ademds, se seleccion6 a la mucuna para sembrarse en forma intercalada con el
maiz, debido a su rdpido cubrimiento del suelo y a la fuerte supresion de la caminadora. En
parcelas de validacién en campos de agricultores, bajo este sistema de manejo se ha logrado
reducir la densidad de dicha maleza, de 100 plantas/mz, en el primer afio, a <5 plantas/m’,
después de cinco ciclos de siembra; ademads, la cantidad de semillas de caminadara viables
en el suelo se logro reducir, de 4,93 a 0,53 semillas/kg suelo (hasta 10 cm de profundidad),
para el segundo afio. Asimismo, los rendimientos en dichas parcelas por lo general han sido
un 30% mas altos que los obtenidos normalmente por el agricultor, aunque esto se debe al
conjunto de labores dentro de las parcelas y no solamente a la mucuna.

Los beneficios econémicos de la mucuna pueden reflejarse mas facilmente al comparar este
sistema con el de un agricultor muy dependiente del uso de herbicidas. La aplicacion
localizada que puede necesitarse en una parcela con mucuna contrasta notablemente con las
tres o mds aplicaciones requeridas para mantener el cultivo sin la caminadora durante la
temporada del cultivo y hasta antes de la cosecha; este manejo quimico no impide la
reinfestacion del terreno con altas cantidades de semillas provenientes de plantas de la
caminadora nacidas en forma tardia. En el sistema convencional del agricultor, los
herbicidas representan entre 60-85% de los costos por manejo de malezas, mientras que en
una sistema con mucuna este rubro podria reducirse a un 15%.

Sin embargo, la dificultad para que este tipo de agricultor adopte esta tecnologia radica en
su poca disponibilidad de fuerza de trabajo, pues el sistema con mucuna demanda 3-4 veces
mds fuerza de trabajo. Los mejores candidatos para adoptarla serian aquellos agricultores
que combaten las malezas con chapeas, pues la mucuna les representa un ahorro de fuerza
de trabajo, que puede ser hasta casi la mitad, y con un mejor control de la caminadora. El
establecimiento de la cobertura, asf como las labores de mantenimiento posteriores, como la
corta de las "guias", implican mano de obra adicional; sin embargo, dicha corta requiere un
esfuerzo similar al de hacer una aplicacién de herbicida con una aspersora de mochila, y
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muy inferior al de una chapea. La siembra de la cobertura equivale a una chapea de maleza.
Para los agricultores que solo hacen chapeas, el empleo de mucuna significa un ahorro de
fuerza de trabajo y un mejor control de la maleza. En sintesis, en estas parcelas se ha
demostrado la eficacia del sistema propuesto y su viabilidad econémica.

Tomate. En este cultivo, las investigaciones sobre coberturas se han concentrado en el manejo
de la mosca blanca (Bemisia tabaci), que es un importante vector de geminivirus en el
tomate y otros cultivos en todas las zonas tropicales del mundo. En Turrialba, especialmente,
aunque también en Alajuela, Costa Rica, se han evaluado varias coberturas vivas,
incluyendo dos leguminosas (mani forrajero y pica-pica lisa) y al cinquillo, las cuales
posiblemente enmascaran al cultivo, dificultando su localizacién por parte del vector. Se
recomienda su utilizacién durante el primer mes después del trasplante del tomate, como
complemento de la proteccion de las pldntulas con malla fina durante la fase de semillero.

Se ha demostrado que estas coberturas disminuyen la abundancia de adultos de B. tabaci, la
incidencia y severidad del moteado amarillo del tomate (ToYMoV), y mejoran los
rendimientos (Amador y Hilje 1993, Blanco y Hilje 1995, Cubillo et al. 1999); dichos
rendimientos pueden ser de hasta 27 t/ha en cinquillo, con beneficios netos de hasta US$
16.700/ha. Para superar la desventaja que representa su establecimiento lento, se ha
evaluado el culantro (Coriandrum sativum, Umbelliferae) como cobertura, con resultados
positivos; en Turrialba ha aportado beneficios netos de hasta US$ 17.200/ha, los cuales
pueden incrementarse mucho (US$ 25.440 /ha) al vender el culantro. Ellas ofrecen ciertas
ventajas, especialmente para pequeiios productores: menor costo, facil disponibilidad, nula
contaminacién ambiental al eliminarlas, el aporte de materia orgdnica o nutrimentos al
suelo, e ingresos adicionales por la venta de otros productos.

Conclusiones

Los estudios realizados en el CATIE, con 20 especies de coberturas, especialmente de
leguminosas, demuestran que algunas coberturas vivas tienen un potencial valioso, ya sea
en cultivos perennes o anuales, como una opcién eficaz y de bajo costo para el manejo de
varias especies de malezas e insectos.

En general, aparte de su eficacia para manejar plagas, de ellas se esperan otros beneficios,
como el mejoramiento en la fertilidad y las caracteristicas del suelo; la diversificacién y
aumento de las poblaciones de organismos benéficos; y el aumento en el valor agregado del
producto cultivado y en los ingresos netos, mediante la reduccion de los gastos por la
compra de insumos sintéticos. No obstante, las coberturas vivas pueden presentar
desventajas, que dependen de la especie, entre las que destacan la lentitud y alto costo de
establecimiento, asi como la posible competencia con el cultivo (por agua, nutrimentos y
luz).

Hasta ahora, entre las 20 especies evaluadas sobresalen el mani forrajero en varios cultivos,
y la mucuna en el maiz, lo cual amerita realizar esfuerzos amplios en la validacion de estas
tecnologias, a corto plazo, con el concurso de las instituciones nacionales. Asimismo,
deberia efectuarse investigacién a mediano y largo plazos, y con mayor profundidad, acerca
de sus efectos sobre otros componentes biecolégicos y agronémicos de los sistemas agricolas
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sostenibles que son prioritarios para el CATIE, como lo son los cultivos anuales en laderas, y
los cultivos perennes bajo sombra.
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POTENCIAL DEL CONTROL BIOLOGICO EN EL MANEJO DE PLAGAS EN
SISTEMAS AGRICOLAS SOSTENIBLES

Eduardo Hidalgo, Manuel Carballo, Elkin Bustamante, Vera
Sanchez, Galileo Rivas
Unidad de Fitoproteccién, Area Agricultura Ecol6gica

Abstract

Results of biocontrol research on insects, weeds, nematodes and plant pathogens are
presented. Promising entomopathogenic fungal strains and application methods were
determined, for use against Cosmopolites sordidus and Anthonomus eugenii. Bacillus
popilliae isolates with potential against Phyllophaga elenans and P. menetriesi were also
selected. A similar selection was carried out for weed pathogens against Rotrboellia
cochinchinensis, finding promising native fungal isolates. A series of antagonistic micro-
organisms and soil amendments were tested to induce systemic resistance, to control or to
decrease severity of plant diseases caused by Geminivirus, Pseudomonas solanacearum,
and Phytophtora infestans in tomato; Mycosphaerella fijiensis in banana and Rosellinia
bunodes in coffee trees. In all cases promising results were obtained both in screenhouse
and field conditions. Plant growth of coffee, tomato and Musa spp was improved when
nematodes infested soils were treated with endomycorrizic fungi.

Introduccion

La produccién agricola ha estado dominada durante muchos afios por una dependencia casi
total por los plaguicidas, lo cual ha traido consecuencias adversas en la sostenibilidad de los
sistemas, tanto econdmica como ambientalmente, sin olvidar efectos nocivos en la salud de
los agricultores y los consumidores de los productos agricolas. A pesar de la existencia de
una serie de enemigos naturales en los agroecosistemas tropicales que actdan en la
regulacion natural de las plagas, éstos son poco utilizados para el control debido muchas
veces al desconocimiento y porque éstos tienen muy poca oportunidad de actuar bajo las
condiciones de alto uso de plaguicidas.

En los ultimos aiios, el control bioldgico estd volviendo a tomar importancia en muchas
instituciones del trépico entre ellas el CATIE, el cual ha contemplado este enfoque dentro
del contexto de manejo integrado de plagas, adonde se integra con una serie de tacticas que
incluyen las précticas culturales y el manejo quimico racional, asi como un entendimiento
adecuado de las plagas y el sistema en que éstas se desenvuelven, para que contribuyan a
disminuir su impacto en la produccién agricola. Los objetivos de esta ponencia, son
enumerar brevemente los logros obtenidos en la investigacién realizada en el control
biolégico de insectos, malezas y enfermedades en el CATIE durante los dltimos aiios y
seinalar algunas pautas para el futuro.

Logros del CATIE

El CATIE tiene un historial muy rico en investigacion en control biolégico de plagas.
Muchos de estos trabajos se desarrollaron durante la vida del Proyecto Regional de Manejo
Integrado de Plagas que inici6 en 1985 y continué fortaleciéndose a través de la Unidad de
Fitoproteccion y otros proyectos.
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Control bioldgico de insectos

Control de Phyllophaga spp. En una primera fase, se evaluaron 20 cepas de Bacillus
popilliae contra larvas de tercer estadio de P. menetriesi y de P. elenans. Se aplicaron
mediante una inyeccién con microjeringa. El 81 % y el 87 % de las larvas de P. menetriesi
desarrollaron la enfermedad con las cepas 0504 y 0524 respectivamente a los 28 dias de
inoculacion (ddi), las cepas 0393 y 0283 infectaron 75 % y 92 % de las larvas de P. elenans
a los 16 ddi. En un experimento similar con P. elenans, las cepas 0292 y 0359 produjeron
un nivel de infeccion de 80 % a los 20 ddi. En todas las pruebas hubo tratamientos con altos
valores de mortalidad asintomadtica, alcanzando en algunos casos el 69 % al 92 %. En la
segunda fase, se evalud la virulencia en inoculacién per os con las mejores cepas de la
primera fase. Los niveles de infeccién fueron inferiores a los obtenidos con la inoculacion
por inyeccién. A los 35 ddi, la cepa 0292, en dosis de 107 esporas / larva, dio el mayor
porcentaje de infeccién 35% en P. elenans, mientras la cepa 0504 infect6 el 21 % de larvas
de P. menetriesi con igual dosis y tiempo de incubacion (Hidalgo et al 1998).

Picudo del pldtano (Cosmopolites sordidus). En un estudio previo se seleccionaron los
aislamientos de Beauveria bassiana RL-9, A4 y 290 como de alto potencial para el control
microbiano del picudo del platano, lo cual fue complementado por Contreras (1996) quien
seleccioné el 9205 y 9218. Posteriormente, Contreras et al (1997), desarrollaron estudios
para buscar el mejor método de aplicacién del hongo en el campo mediante la evaluacién
de dos tipos de trampas atrayentes de adultos del picudo (trampa de disco y trampa
longitudinal) y como medio para aplicar el hongo en el campo, utilizando dos
formulaciones (emulsién en aceite y en arroz). La trampa tipo disco fue la mds eficiente
para capturar adultos del picudo y para aplicar el hongo, obteniéndose una mayor
mortalidad de picudos con la formulacién en emulsién (64 a 74 %), pero una mayor
persistencia del hongo en arroz sobre las trampas adonde el hongo vuelve a crecer y
esporular.

Picudo del chile (Antonomus eugenii): Se evaluaron aislamientos de B. bassiana para el
control de adultos del picudo del chile de los cuales resultaron promisorios el 447, el RL-9
y el 9205, con porcentajes de mortalidad cercanos al 100 %. Posteriormente se evaluaron
algunas técnicas para su aplicacion resultando las mejores aquellas adonde el hongo se
aplic6 en mezcla con subdosis del insecticida fipronil (Regent), el cual tiene como objetivo
aumentar la susceptibilidad del insecto al entomopatégeno. Los estudios desarrollados en el
campo utilizando B. bassiana con fipronil indican que este tratamiento tiene un alto
potencial para el manejo de adultos del picudo (Carballo et al 1998; Durdn 1998)

Control bioldogico de nematodos

Interaccion micorriza-nematodos. El parasitismo de los nematodos, principalmente
endopardsitos, sobre las plantas puede ser influenciado por el establecimiento de la simbiosis
micorriza. En algunos casos, se han registrado altas tasas de reproduccion del nematodo,
asociadas con la presencia de hongos endomicorrizicos; sin embargo, el dafio ha sido menor
respecto al control (nematodo solo), carente de la simbiosis (Linderman 1992).
Investigaciones realizadas en café, tomate y musdceas establecen que los hongos
endomicorrizicos Entrophospora colombiana, Gigaspora margarita 'y Glomus, spp.
promueven satisfactoriamente el crecimiento de las plantas afectadas por los nematodos
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Mcloidogyne sp y Radopholus similis. El factor reproductivo (FR) de los nematodos se reduce
considerablemente respecto al testigo, en presencia de esos simbiontes (Rivas-Platero 1998,
Rivas-Platero y Cuervo 1998, Rivas-Platero et al. 1998). Lo contrario ha ocurrido en el caso
de banano, donde el nematodo no afect6 su FR, no obstante las plantas mostraron buen
crecimiento (Lugo y Rivas 1998).

x Control biolégico de enfermedades

~Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis). Se evalué6 el desempeiio de cinco
microorganismos, a saber, las bacterias Pseudomonas fluorescens, P. cepacia, Serratia
marcescens, el hongo T. harzianum, los hongos micorrizicos Glomus sp y Gigaspora sp, asi
como un extracto orgdnico conocido como microorganismos eficaces (M.E.) y una
enmienda orgdnica (bocashi), sobre el crecimiento de plantas de banano y la severidad de
la enfermedad (Camacho 1997). El bocashi dio los mejores resultados tanto en invernadero
como en el campo. La bacteria P. cepacia, exhibi6é los mayores incrementos en drea foliar
en el invernadero. En el campo, los microorganismos promotores de crecimiento e
inductores de resistencia presentaron los mejores resultados. Los mejores niveles
nutricionales foliares se lograron con los tratamientos de bocashi, P. fluorescens, P. cepacia
y T. harzianum. P. fluorescens fue el microorganismo que mejor se desempeiié para reducir
la severidad de la sigatoka.

Geminivirus en tomate. Se evalué el efecto de cinco rizobacterias (Bacillus cereus,
Pseudomonas cepacia y tres provenientes de Guayabo (Cartago) y Grecia (Alajuela), a
saber Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas sp. y dos enmiendas
orginicas (compost y bocashi) en la promocion del crecimiento y en la induccién de
resistencia sistémica contra geminivirus en plantas de tomate de una variedad (Hayslip)
susceptible al geminivirus y una resistente (8429) (Castro 1998). El geminivirus fue
inoculado en las plantas por medio del vector Bemisia tabaci. La induccién de resistencia
en las plantas de la variedad Hayslip, se dio con las enmiendas organicas y con el
tratamiento que tenia compost mds la mezcla de rizobacterias. Para la variedad de
resistencia intermedia 8429 se dio en los tratamientos con la enmienda organica més la
mezcla de rizobacterias, ademds con los tratamientos: B. cereus, P. cepacia y la mezcla de
cinco rizobacterias.

Marchitez bacterial (Pseudomonas solanacearum). Se evalu6 el efecto de enmiendas
organicas sobre la severidad de la marchitez bacterial, la produccién de antagonistas en la
rizosfera de tomate y la fluctuacién poblacional de P. solanacearum en el suelo (Hernindez
1997). Se utiliz6 la broza de café, cachaza y tres tipos de compost como enmiendas
mezcladas con el suelo, utilizando plantas de tomate sembradas en las mezclas de suelo en
casa de mallas. El uso de compost redujo la severidad de la enfermedad. Las rizobacterias
provenientes del compost presentaron propiedades antagénicas bajo condiciones de
laboratorio. La poblacién de P. solanacearum fue reducida en ausencia del hospedante con
el uso de broza del café y dos tipos de compost. El mejor efecto en el control de la
enfermedad se observd al usar materia organica en forma de abonos organicos fermentados
en comparacion al uso de substratos como broza de café y cachaza.
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Llaga negra radical del cafeto (Rosellinia bunodes). Se evalu6 el efecto de diferentes
aislamientos de Pseudomonas fluorescentes sobre R. bunodes (Cirdenas 1997). Se
utilizaron aislamientos provenientes de raices de café de Colombia identificadas como
Pseudomonas cepacia y otras cepas de Pseudomonas del CIAT. En condiciones de
laboratorio se verificé el efecto inhibitorio del aislamiento PC 9701 sobre el crecimiento
micelial de R. bunodes. En invernadero se evalué el antagonismo de los aislamientos PC
9701, PC 9702, PC 9703, PC 9704, F 87, PO3, POS y C 88 utilizando pldntulas de café
inoculadas. Se detectaron diferencias significativas entre los aislamientos del antagonista
con menores porcentajes de mortalidad en los aislamientos C 88 y PC 9701 (60 y 74 %,
respectivamente). Hubo una alta recuperacion de estos aislamientos en la rizosfera de
plantulas de café con persistencia de hasta 60 ddi

Control bioldgico de Phytophthora infestans: Se evaluaron cinco. microorganismos
seleccionados previamente como antagonistas de P. infestans junto con diferentes
substratos para favorecer su establecimiento en la superficie de la hoja. Los antagonistas se
evaluaron formulados con aceite, en dos cultivares de tomate (Pieraline y Hayslip). El
mejor sustrato evaluado fue celulosa 2 g/l el cual presenté menores niveles de severidad y
mayores periodos de incubacién al combinarse con los antagonistas evaluados, a excepcion
de Trichoderma sp. (069). No se observé efecto antagénico cuando el sustrato (celulosa 2
g/l) y el antagonista (Penicillium sp. 067) fueron aplicados |1 6 2 semanas antes del
patégeno. El cultivar Pieraline present$ tolerancia al ataque de P. infestans, pues no
presentd sintomas de la enfermedad. Bajo condiciones ambientales naturales, la
formulacion con aceite y agua favoreci6 el efecto antagonista, inicamente de Fusarium sp.
(108).

Control bioldgico de malezas

Caminadora (Rottboellia cochinchinensis): Se seleccionaron patégenos muy virulentos
contra R. cochinchinensis, a saber, Fusarium (cepas 69 y 127), Dreschlera (cepa 99, 130 y
105), Curvularia (cepa 2), los cuales no lograron producir la muerte de las plantas. Estas
cepas se evaluaron en el invernadero en plantas asperjadas con sub-dosis de herbicidas
como factor de estrés para debilitarlas y lograr su muerte. Los mejores resultados se
observaron con haloxifop metil a 2 ml Pc/l, el cual presenté un debilitamiento paulatino de
la planta hasta su muerte, con un crecimiento abundante del patégeno en el édrea de
macollamiento y signos del patégeno en zonas de crecimiento activo de la maleza, tales
como los internudos. Cuando las cepas de Fusarium sp. (127 y 69) junto con las sub-dosis
de haloxifop metil, se evaluaron en el campo, se observé el mejor efecto de predisposicién
con | ml Pc/l presentando un aumento de la severidad de la enfermedad y la muerte de las
plantas para la cepa 127. Las dosis mas altas (2 y 1.5 ml Pc/l) fueron letales en ausencia de
los patégenos.

Conclusiones

1. Se cuenta con cepas de microorganismos entomopatégenos y algunas técnicas de
aplicacién para el control de insectos de importancia agricola, como Phyllophaga, el
picudo del platano y el picudo del chile.
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2. El uso de la micorriza podria ser incorporado a programas de manejo integrado de plagas
con el propésito de ofrecer una alternativa sostenible y ecolégicamente apropiada al uso de
nematicidas sintéticos..

3. Hay varios organismos fitopatégenos asi como enmiendas orginicas de alto potencial
para el control biolégico de enfermedades de importancia agricola.

4. Algunos patégenos nativos, como Fusarium sp (cepas 69 y 127) ofrecen una alternativas
para el control d: la maleza R. cochinchinensis si se combinan con factores de
predisposicion de .a planta, como sub-dosis de herbicidas y se inoculan en las etapas
fenoldgicas susceptibles de la maleza.
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Resumen

Para valorar la impertancia de la sombra en la diversidad de especies de insectos, se eligi6
un grupo de homépteros (suborden Auchenorrhyncha) bien conocido taxonémicamente. En
Turrialba, Costa Rica, se estudiaron sus patrones de diversidad y similitud en tres sistemas
contrastantes: café sin sombra, café-pord, y café-por¢-laurel. Para cada sistema se
muestrearon tres fincas comerciales y en tres fechas, entre marzo y octubre de 1997. En el
laboratorio se separaron las especies y se contabiliz6 el nimero de individuos por especie.
Se graficaron las curvas de abundancia de especies para cada sistema, y se calcularon los
indices de diversidad (Shannon-Wiener), dominancia (Simpson), equidad y similitud
(Jaccard) para cada sistema, componente vegetal y parcela; ademas, los indices de similitud
se complementaron con un andlisis de conglomerados. La mayoria de los homépteros, tanto
en nimeros de especies como de individuos, pertenecié a la familia Cicadellidae, en los tres
sistemas estudiados. En cada sistema predominé una especie en particular, asi:
Graphocephala sp. 1 (café sin sombra), Fusigonalia lativittata (café-por6) y Hebralebra
nicaraguensis (café-poré-laurel). Tanto la riqueza como la diversidad de especies de
homépteros fueron mayores en el sistema café-por6. La similitud de especies fue mayor
entre los sistemas de café-poré y café-poré-laurel, pero varié6 mucho segtin el componente
vegetal de cada sistema, la ubicacion geogrifica de cada parcela, y la fecha de muestreo
(estacién seca o lluviosa).

Introduction

Coffee plantations represent one of the most common agroforestry systems in Middle
America and the Caribbean. Shade trees that are a part of these systems play important
roles, not only from agronomic and economic standpoints (Beer et al. 1998), but also as a
refuge for biodiversity, including birds and insects (Perfecto er al. 1996). Several insect
groups, such as some Hymenoptera and Coleoptera, have been shown to reach high levels
of diversity in traditional shaded coffee plantations (Nestel et al. 1993, Perfecto and
Snelling 1995, Perfecto and Vandermeer 1994, Perfecto et al. 1996, 1997).

However, it is important to know if such a pattern holds for other insect groups, in order to
make recommendations concerning either species conservation or pest management
approaches. Therefore, a taxonomically well known insect group, such as hoppers
(Homoptera: Auchenorryncha) was chosen to appraise the importance of shade trees in
promoting species diversity in coffee plantations with different types of shade, including
poré (Erythrina poeppigiana, Leguminosae) and laurel (Cordia alliodora, Boraginaceae),
in Turrialba, Costa Rica.
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Methodology

Homopteran diversity and similarity patterns were studied in three contrasting systems:
unshaded coffee (C), coffee-poré (CP), and coffee-poré-laurel (CPL). Three commercial
farms, divided in four quadrats, were sampled for each type of system, on three dates, from
March through October, 1997; five of them were located at CATIE (Cabiria and La
Montaiia), two in Pavones, one in La Suiza, and one in Verbena. Experimental plots
differed in coffee variety (Caturra, Catimor, or Catuai, of various ages), planting densities
(4000-6000 plants/ha), and size (5000-8000 mz), as well as in the type of surrounding
vegetation.

Sampling included 100 coffee plants (25 consecutive plants in each of four rows, 2-3 rows
apart, to prevent insect disturbance while sampling), as well as five por6 or laurel trees in
each quadrat, depending on the type of system; poré and laurel trees were selected so that
they did not exceed 3 m in height, to allow sampling with an aerial insect net. Each coffee
plant was beaten three times with the net, at different heights, in order to catch insects
present in the upper, medium and lower strata, while the por6 and laurel trees were beaten
15 times along the lower edge of their crown. The apical portion of the net was provided
with a piece of fine cloth, in order to allow light penetration and easily concentrate captured
insects there.

Insect samples were placed in plastic bags and taken to the laboratory, where they were
killed. Specimens were separated according to morphospecies, and the numbers of
individual per species were recorded. Representative specimens for each morphospecies
were mounted on entomological pins for identification; species were determined by
Carolina Godoy, M.Sc. (INBio). Species-abundance curves were plotted for each system,
and indexes of diversity (Shannon-Wiener), dominance (Simpson), species evenness and
similarity (Jaccard) were calculated for each system, plant component and plot (Krebs
1989); in addition, similarity indexes were complemented with a cluster analysis.

Results and discussion

A total of 10,612 specimens were caught during the study, which belonged to 131 species,
in 10 families; at least three of them are undescribed species. Overall, 58% of the species
and 71% of the individuals belonged to the family Cicadellidae, which was followed by
Membracidae and Cercopidae.

The species-abundance curves, with an inverted J shape, had the same pattern in the three
systems, and were best fitted by the logarithmic series. This is the typical curve occurring
in natural communities, which shows that not all species are equally abundant; a few of
them are very abundant, while the bulk of them are represented by a few individuals.

A particular species predominated in each system, as follows: Graphocephala sp. 1 (C),
Fusigonalia lativittata (CP), and Hebralebra nicaraguensis (CPL). Except for F.
lativittata, which was present in coffee regardless of the system, the other two species were
barely or not represented at all in the other systems, components or plots. The five most
common species for each system were Graphocephala sp. |, F. lativittata, Clastoptera sp.,
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Graphocephala permagna, and Neocoelidia sp. (C); F. lativittata, Neocoelidia sp.,
Clastoptera sp., Cicadellidae n.sp., and Empoasca sp. (CP); H. nicaraguensis, Omegalebra
n.sp., Empoasca sp., Neocoelidia sp. and Scaphytopius ca. latidens (CPL).

Patterns of hopper species abundance and diversity are probably related to their ability to
exploit food resources associated with foliage of coffee, por6 and laurel trees, in particular
ways. Indeed, members of the suborder Auchenorrhyncha vary in their food preferences
and have specific morphological and physiological adaptations to feed upon either leaf
phloem and mesophyll, or xylem (Backus 1986).

Hopper species richness was higher for the CP system (88 species), followed by CPL (74)
and C (60). Species diversity was also higher for the CP system (2.84), excepting in one
plot (Verbena), while its values for the other two systems were very close: 2.61 (C) and
2.56 (CPL); in Verbena, pord density (270 trees/ha) was almost twice the density in the
other plots (155 trees/ha). Dominance (Simpson's index) for CPL (0.15) was barely higher
than for the other two systems (0.1 1), perhaps because of the unusually high numbers of H.
nicaraguensis in laurel. The index of evenness was rather similar among systems: 0.63 (C),
0.62 (CP) and 0.59 (CPL).

Since the Shannon-Wiener's index accounts for both species richness and evenness (Krebs,
1989), it clearly reflected why the CP system was the most diverse in hopper species.
Moreover, species diversity was always higher in the coffee component within each system,
excepting in CP in Verbena, where its value was higher in poré. This finding could be
attributed not only to a higher sampling intensity in this crop (1200 net beats, as compared
to 300 in both por6 and laurel, for each date), but especially to species recruitment in
response to planted area, that is, the concept of species-area (MacArthur and Wilson 1967);
in Turrialba, typical plant densities are 5000-6000/ha (coffee), 155/ha (pord), and 70-
150/ha (laurel). In addition, species diversity in coffee itself in general increased in mixed
systems, as compared to the C system.

The reason why species diversity was not maximum in the most complex system (CPL) is
probably due to the fact that this type of system generally receives less external inputs, such
as fertilizers. In this would be so, higher fertilizer levels in the other two systems could
increase the nutritional value of coffee and coral tree foliage, thus probably favoring certain

hopper species.

When examining species composition, it became clear that species similarity was higher
between the CP and CPL systems (0.51), while it was very similar for the other
comparisons: 0.38 (C and CPL) and 0.37 (C and CP). However, species composition did
vary considerably by plant component and the geographic location of each plot, as well as
by sampling date (dry or wet season). For example, within the CP system species similarity
was highest between poré in La Montaiia 2 and 3 plots, but it was lowest between them and
por6 in Verbena; moreover, it was high between coffee in La Montaiia 3 and Verbena, but
low between them and coffee in La Montaiia 2. For the CPL system, species similarity was
highest between cotfee in La Montaiia | and laurel in La Suiza, which are distant locations.
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Conclusions

- The bulk of hopper species and individuals belonged to the family Cicadellidae, in the
three systems studied.

- A particular species predominated in each system, as follows: Graphocephala sp. |
(unshaded coffee), Fusigonalia lativittata (coffee-pord), and Hebralebra nicaraguensis
(coffee-poré-laurel).

- Hopper species richness and diversity were higher for the coffee-poré system.

- Species similarity was higher between the coffee-por6 and the coffee-poré-laurel
systems, but it varied considerably according to plant component, geographic location
of each plot, and sampling date.
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Abstract

Sc estableciéo una coleccion de cepas de Bacillus popilliae recolectadas en
Colombia, Costa Rica, Nicaragua, Honduras y México, como parte de un programa
para ¢l desarrollo de nuevas metodologias de control para Phyllophaga spp. en
América Tropical. Las cepas se aislaron de larvas dc diferentes especies de la
familia Scarabaeidae, en su mayoria del género Phyllophaga. Muchas de las cepas
han sido probadas contra especies de Phyllophaga de importancia agricola en
América Central, mostrando buen potencial para su uso en el control microbiolégico
de estas plagas.

The collection

A collection of Bacillus popilliae isolates was made from larvae of Phvllophaga
spp. collected in Mexico, Honduras. Nicaragua, Costa Rica and Colombia. The
genus Phyllophaga contains several species of major economic importance to
agricultural and forestry species throughout the Americas. Most isolates were
collected from larvae turned up during ploughing of infested fields and preserved as
air-dried haemolymph smears on microscope slides or as dried haemolymph in
microcentrifuge tubes. Other isolates were collected from field larvae reared in the
insectary and from larvae reared from eggs laid in the insectary. Species from which
sumples were collected were P. crinita (Tamaulipas, Mexico), P. valeriana and P.
hondura (Zamorano, Honduras), P. menetriesi (Zamorano, Honduras; San Isidro,
Cervantes and Turrialba, Costa Rica; Esteli, Nicaragua), P. obsoleta (Intibuca,
Honduras: Medellin, Colombia; Esteli, Nicaragua; Tierra Blanca and Zarcero, Costa
Rica) and P. elenans (Parrita and Guanacaste, Costa Rica). Incidence of infected
larvae showing classic milky symptoms was below 1% at all sites, except for the
site in Medellin, Colombia, where over 40% of the P. obsoleta larvae sampled were
infected. Some of the isolates have been screened using laboratory reared P.
menetriesi and field collected P. elenans. The best strains for P. menetriesi caused
87% infection after 28 days in injection assays and 21% mortality after 35 days in
feeding assays, while the best isolates for P. elenans infected 92% of the larvae after
16 days when injected and 35% infection after 35 days in feeding assays using third
instar larvae. The best isolates in the injection bioassays were not necessarily the
best when fed to larvae. Several isolates caused mortality of up to 87% without
development of the milky symptoms typically associated with infection. This
suggests that some B. popilliue mortality in the field could be being missed, leading
to underestimation of the impact of this pathogen on white grub populations.
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Abstract

In October, 1998, geminivirus-like symptoms were widespread in tomato plantings near
Turrialba, Costa Rica. Isolates from several fields were experimentally transmitted to
tomato seedlings using whiteflies from a Bemisia tabaci (Genn.) colony maintained at
CATIE, which resulted in interveinal chlorosis and leaf curling symptoms indistinguishable
from those observed in the field. Total DNA was extracted from leaves of sixteen of these
experimentally-inoculated plants and assayed by polymerase chain reaction (PCR) for the
presence of begomovirus DNA using the degenerate primers AV324 and AC889 amplify
the core region o the coat protein gene (core Cp). PCR yielded the expected size core Cp
fragment (576 bp) from 16 of 16 samples. The core Cp fragments of six samples were
cloned and sequenced. @A comparison of the core Cp sequences with reference
begomovirus sequences indicated all Costa Rica isolates were >95% identical to Sinaloa
tomato leaf curl geminivirus reported in 1994 from Sinaloa, Mexico (STLCV-SINALOA).
Virus identity was confirmed by multiple sequence alignments of the viral coat protein
gene (Cp) and the common region sequences of A and B components (CR-A and CR-B),
respectively, with analogous reference begomovirus sequences. Collectively STLCV-like
symptoms in tomato identity between viral Cp sequences, and identical CR iterons indicate
that the Costa Rican tomato virus is STLCV, or a closely related strain. This is the first
report of a STLCV-like begomovirus in tomato in Costa Rica (STLCVCR).

Key words: begomovirus, geminivirus, Bemisia tabaci

Introduccion

Los geminivirus transmitidos por la mosca blanca (Bemisia tabaci) (GV-TMB) son
reconocidos como un importante grupo de patégenos que afectan una gran cantidad de
cultivos agricolas en los trépicos y subtrépicos del mundo (Brown and Bird 1992). La
presencia del vector y la existencia de biotipos de éste, han convertido a los geminivirus en
un significante problema que afecta la produccién de muchos agroecosistemas (Brown
1994).

Los GV-TMB se ubican taxonémicamente en el género Begomovirus (subgrupo III),
familia Geminiviridae; infectan plantas dicotiledéneas, poseen un genoma simple de 2.8 a
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5.2 kb. con un arreglo mono o bipartito y tienen dos componentes genémicos: A y B que
les confieren la especificidad (Lazarowitz 1992, Padidam et al. 1995).

En América Central los GV-TMB se encuentran asociados, principalmente, a frijol,
cucurbiticeas y tomate. Los estudios de diagnéstico de los GV-TMB han detectado, con
sondas genéricas, geminivirus en tomate y plantas silvestres (Rivas Platero y Lastra 1993;
Rivas-Platero et al. 1996) y al mosaico amarillo del tomate (ToYMoV) cuando se usaron
sondas especificas (Rivas-Platero ef al. 1997). Sin embargo, dada la amplia diversidad de
estos virus, escasos trabajos epidemiolégicos documentan la presencia de otros
Begomovirus en la region.

Con base en lo anterior, este trabajo documenta el primer hallazgo del Sinaloa Tomato Leaf
Curl Virus en Costa Rica.

Metodologia

Transmision mecanica del virus. Plantas de tomate variedades Hayslip y 8429 (CATIE,
Banco de Germoplasma) fueron inoculadas experimentalmente con vectores viruliferos
(adquisicién-inoculacién: 48h). El niimero total de plantas por variedad fue de 50.

Extraccion del ADN. Cuando las plantas mostraron los sintomas caracteristicos ( clorosis
internerval y rizado de la hoja) se procedié a realizar aislamientos del ADN de estas . La
extraccion se hizo macerando el tejido vegetal con nitrégeno liquido, inmediatamente el
extracto se suspendié en un tampdn de bromuro de cetiltrimetilamonio (60C). Los extractos
fueron procesados con cloroformo/alcohol(24:1 v/v) y los sobrenadantes precipitados con
alcohol isopropilico. Posteriormente los dcidos nucleicos fueron colectados por
centrifugacion (9,000xg) (4C). Los “pellets” obtenidos se¢ resuspendieron en Tris-EDTA
tampén (pH 8,0) (Doyle y Doyle 1987).

Amplificacion del ADN por PCR. Las regiones comunes (CR) de los genomas A y B
fueron amplificados por PCR. Para amplificar la regién central del gene de la proteina de la
cipside (Cp), se utilizaron los siguientes cebadores degenerados: AV324 y ACS889
(Universidad de Arizona). La reaccién PCR se hizo en un termociclador Perkin-Elmer. Las
mezclas de reaccién (25ul) contenian 0,5 pl extraido del tejido vegetal, 2,5-3,0 mM MgCl,;
Ix tamp6n de extracciéon (10 mM Tris HCI, 50 mM KCI, pH 8.0), 150 pl dNTPs y 20 pmol
de cada cebador. La Tag ADN polimerasa se usé de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Perkin-Elmer). La amplificacion se hizo usando 30 ciclos de desnaturalizacion a
95 C x 2min; seguidode | mina 95 C, Il mina 58 C y | min a 72 C. La extension final
dur6 20 mina 72 C.

Andlisis de la secuencia viral. Las secuencias virales se analizaron usando el

procedimiento PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsinomy) el cual determiné las
distancias genéticas ligadas al geminivirus-muestra (Swofford 1993).
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Resultados y discusion

La amplificacion de los fragmentos Cp determiné bandas de 576pb; la comparacién de las
secuencias Cp indicaron que los aislamientos-prueba utilizados fueron idénticos (> 95%) al
Sinaloa Tomato Leaf Curl Virus reportado en 1993 en Sinaloa, México (STLCV-
SINALOA) por Idris et al. (1993). La identidad del virus fue confirmada por la
comparacion de los alineamientos Cp y secuenciacion de las regiones A y B con secuencias
semejantes del begomovirus referencial. El componente A del virus-muestra obtuvo el
92.9% de similaridad con el STCLV-SINALOA y la regién CR de los genomas del virus-
muestra (A y B) fue TGGGGT-AA-TGGGGT; que es la misma del STCLV-SINALOA
(Idris y Brown 1998). Lo anterior establece que las muestras analizadas corresponden al
STCLYV, lo que constituye el primer hallazgo del STCLV en tomate en Costa Rica.

Conclusiones

» La amplificacion de los fragmentos Cp del ADN viral de las muestras de tomate
infectadas con un geminivirus fue similar a la del Sinaloa Tomato Leaf Curl Virus
(STCLYV).

» EISTCLYV se reporta por primera vez en el cultivo de tomate en Costa Rica.
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Abstract

This paper described the geminivirus histopathology in tomato plant cell. The geminivirus
histological studies showed that the virus modified the host cell provoking deformatlons _
and precipiting granular bodies in the cytoplasm.

Keys words: geminivirus, histopathology

Introduccion

Los geminivirus son reconocidos como un importante grupo de patégenos que afectan una
gran cantidad de cultivos agricolas en los trépicos y subtrépicos americanos (Brown and
Bird 1992). La presencia de su vector, Bemisia tabaci, y la existencia de biotipos de éste,
los han convertido en un significante problema que afecta la produccién de muchos
agroecosistemas (Brown 1994).

Los geminivirus transmitidos por B. rabaci se ubican taxonémicamente en el género
Begomovirus (subgrupo III), familia Geminiviridae; infectan plantas dicotiledéneas, poseen
un genoma simple de 2,8 a 5,2 kb, con un arreglo mono o bipartito y tienen dos
componentes genémicos: A y B que les confieren la especificidad (Lazarowitz 1992,
Padidam et al. 1995).

Los estudios histopatol6gicos contribuyen al conocimiento del proceso infeccioso de los
patégenos en sus hospedantes y también aportan metodologias que pueden ser empleadas.
cuando no se dispone de técnicas moleculares, como herramienta de diagnéstico (Overman
etal. 1992). ,

Este trabajo describe la histopatologfa de un geminivirus en tejidos de plantas de tomate.

Metodologia

Plantas de tomate var. Hayslip fueron inoculadas con vectores viruliferos durante 48h; las
muestras de tejido vegetal enfermo se tomaron a los 5, 15 y 30 dfas después de la
inoculacion (n= 20 plantas). Las observaciones histolégicas se realizaron fijando el
material (hojas) en FAA, luego se deshidrat6 en una serie ascendente de alcohol (50-70-80-
90-95-100; 1h en cada alcohol). Posteriormente se realizaron montajes en historresina a 4C
durante 12 h y cortes a 3um de grosor en el micrétomo. Los cortes se ubicaron en ldminas
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portaobjetos y se tifieron con la tincién Shift-Naphtol/Blue Black; después se observaron al
microscopio.

Resultados y discusion

Las secciones transversales evidenciaron las presencia de inclusiones granulares, atribuibles
a la presencia de particulas virales. Anatémicamente se observaron deformaciones de la
epidermis, células oclusivas y tricomas. Los espacios intercelulares en el dmbito del
meso6filo fuc:ron mas grandes. Existi6 evidencia de un precipitado oscuro en el niicleo de las
células del floema, el cual corresponde a la presencia de particulas virales observada en
otros geminivirus (Lastra y Gil 1981, Chistie et al. 1986, Rodriguez Pardina er al. 1998).

Conclusion

Los geminivirus inducen alteraciones morfoanatémicas en las células de tejidos de plantas
de tomate infectados y se evidencian mediante precipitados granulares en el citoplasma.
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Abstract

Efficacy of living ground covers for managing Bemisia tabaci as a geminivirus vector
in tomatoes. A management scheme for the B. tabaci-geminivirus complex, which is based
upon minimization of contact between the vector and the host plant, is being pursued in
Costa Rica. Three-year field data on transplanting tomatoes have shown that two living
ground covers associated with the crop, either “cinquillo” (Drymaria cordata,
Caryophyllaceae) or coriander (Coriandrum sativum, Umbelliferae), significantly reduce
whitefly adult numbers, delay geminivirus dissemination, decrease disease severity, and
provide yields as high as 27-30 t/ha, with very satisfactory net benefits. The main
advantages and disadvantages of this approach are discussed.

Introduccién

El efecto de los geminivirus sobre el rendimiento del tomate es mds serio cuanto mds joven es
la planta, por lo que se recomienda proteger ésta sobre todo durante los primeros dos meses
(periodo critico). Por tanto, se debe procurar un enfoque preventivo, que minimice el
contacto entre el vector (Bemisia tabaci) y la planta, para retrasar la epldcmla y asi obtener
buenos rendimientos.

Actualmente hay tecnologias para producir pldntulas de casi un mes de edad, sin
geminivirus, en tineles cubiertos con malla fina (Cubillo et al. 1999a). Ademds, para el
primer mes en el campo, con el uso de coberturas plasticas plateadas se logrado reducir la
afluencia de vectores, asi como la incidencia y severidad del moteado amarillo del tomate
(ToYMoV), y aumentar los rendimientos. Aunque esto se comprobd también con algunas
coberturas vivas, los datos eran atin preliminares (Amador y Hilje 1993, Blanco y Hilje
1995). Este trabajo resume tres afios de datos que confirman dichos hallazgos, y discute su
valor préctico.

Metodologia

Se efectuaron cuatro experimentos, entre 1995 y 1997, en parcelas de agricultores, en
Guayabo de Turrialba, Costa Rica. Se sembro la var. Hayslip, excepto en el experimento II
(var. Dina Guayabo), en semilleros protegidos con malla fina (Tildenet IN50). La siembra
se realizé en cartuchos de papel periddico de 162 mil. Las pldntulas de tomate se
trasplantaron a los 26 dias después de siembra (dds). No se aplicaron insecticidas, excepto
contra vaquitas (Chrysomelidae), en forma ocasional.

En los dos primeros experimentos hubo un solo tratamiento, el cual se comparé con un
testigo (TT), que fue una parcela adyacente de tomate, con el suelo desnudo. En el
experimento I, dicho tratamiento correspondié a un plistico plateado coextruido (PP), de



1.25 milésimas de pulgada (Olefinas S.A., Guatemala). En el experimento II el tratamiento
fue el cinquillo (Dryvmaria cordata, Caryophyllaceae) (CQ).

En cada uno de los otros dos experimentos hubo tres tratamientos y dos testigos (TT). En el
experimento III, fueron el plistico plateado (PP), un plistico verde claro (PV) (también de
1,25 milésimas de pulgada), y el cinquillo (CQ). Al aleatorizarlos, su distribucién fue CQ-
TT-PV-TT-PP. En el experimento 1V, fueron el plastico plateado (PP), el cinquillo (CQ) »
el culantro de castilla (Coriandrum sativum, var. Slow-bolt, Umbelliferae) (CU); su
distribucion tue TT-PP-CU-CQ-TT.

La unidad experimental midié 600, 450, 420 y 402 m2, en los experimentos I, II, Il y IV,
respectivamente, con distancias de siembra de 1,6 m entre surcos y 0,4 m entre plantas.

Las variables evaluadas fueron: abundancia de adultos de B. tabaci (en la hoja mds alta
totalmente desplegada, en 30 plantas); incidencia de virosis (en toda la parcela); severidad,
segun la siguiente escala: sin sintomas (0), leve (1), moderado (2), fuerte (3) y muerte (4); y
rendimiento (segun tres categorias comerciales).

Resultados y discusion

Por brevedad, se priorizan los datos del experimento 1V, pues hubo mucha congruencia
entre los resultados de todos los experimentos. La informacion pertinente aparece discutida
ampliamente en Cubillo et al. (1999b).

El ndmero de adultos de B. tabaci fue menor en las parcelas con coberturas, en todos los
experimentos (Fig. 2). Las excepciones se presentaron ocasionalmente, al final de la
temporada del cultivo. Esto podria explicarse porque, al cerrarse el dosel del cultivo, las
coberturas quizds dejaron de ser percibidas por el insecto; también, porque las plantas de
tomate en las parcelas con coberturas, al estar menos afectadas por la enfermedad, eran mads
suculentas y quizds mds atractivas.

La cobertura de pldstico plateado (que actia como repelente de los adultos, al reflejar la luz
ultravioleta) fue la mejor. Por lo general, las plantas de tomate tuvieron menor afluencia de
adultos, mayor retardo de la epidemia viral y menor severidad del ToYMoV, asi como
mayores rendimientos (21-50 t/ha) y beneficios netos (US$ 19.000-22.600/ha) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Incidencia y severidad del moteado amarillo del tomate (ToYMoV), rendimicntos

del tomate y beneficios netos, segtin la cobertura. Guayabo de Turrialba, Costa Rica. 1997.

Cobertura Incidencia Severidad Rendim. Benef. neto
(ABCPE) . (ABCPE) (kg/ha) ($/ha)

Testigo 2054 2699 17.150 10.331

P. plateado 191 1308 36.352 21.569

Cinquillo 658 1655 26.837 16.714

Culantro 316 988 30.256 17.238

ABCPE-= Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad.

Los resultados con las coberturas vivas, las cuales posiblemente enmascaran al cultivo,
confirmaron los hallazgos previos en Costa Rica (Amador y Hilje 1993, Blanco y Hilje
1995). Ellas también permitieron reducir la afluencia de adultos, retrasar la epidemia y
aminorar la severidad de la enfermedad, asf como obtener buenos rendimientos (25 y 27 t/ha
en cinquillo, y 30 t/ha en culantro) y beneficios netos (US$ 8.250-16.700/ha y US$
17.200/ha, respectivamente).

Las coberturas vivas ofrecen ciertas ventajas, especialmente para pequeiios productores:
menor costo, facil disponibilidad, nula contaminacion ambiental al eliminarlas y, en
algunos casos, el aporte de materia orgdnica y nutrimentos al suelo, y de ingresos
adicionales por la venta de semilla, forraje y otros productos.

Sus desventajas principales son el lento establecimiento y la posible competencia con el
cultivo (lo cual se esta investigando en la actualidad). La sustitucién de coberturas silvestres
por un cultivo, como el culantro, por su porte bajo, sistema radical somero, rdpido
crecimiento y ciclo corto, es una opcion llamativa. Ademds, la venta de éste puede aportar un
ingreso adicional para el agricultor (US$ 8.200/ha), como en realidad ocurrié en el
experimento IV.

Estos datos, aunque promisorios, deben ser tomados con cautela y validados bajo otras
condiciones socioecondmicas y agroclimaticas. Esto seria especialmente critico en zonas
donde sean muy altas las densidades de B. tabaci y haya problemas no solo de transmisién
de geminivirus (adultos), sino también del sindrome de la maduracién irregular del tomate
(ninfas).
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Abstract

Antifeeding activity of some plant extracts on Hypsipyla grandella larvae. The
inhibitory effect of some plant extracts on the mahogany shoot borer (Hypsipyla grandella)
larval feeding and growth was studied. A general screening with 29 substances was carried
out on H. grandella third instar larvae, by exposing them to Cedrela odorata leaf discs
impregnated with one concentration of each substance (10%). Six substances with possible
anti-feeding or inhibitory effects on growth were selected, and treatments were arranged in
a completely randomized design. Substances were: bitterwood (Quassia amara) wood and
leaf extracts, common rue (Ruta graveolens) leaf extract, Sechium pittieri fruit extract, and
two commercial products (Azatin and Nim 80) derived from the neem tree (Azadirachta
indica, Meliaceae). In addition, a greenhouse experiment was carried out in which terminal
shoots of C. odorata plants were treated with the same concentration (10%) of each
substance and exposed to three first instar H. grandella larvae. Plants were distributed in a
completely randomized design, with a split plot arrangement through time, with 10 plants
per treatment. The bitterwood wood extract showed anti-feedant activity and Azatin caused
direct larval mortality; a few attacks were observed in plants treated with the common rue
extract. The bitterwood leaf extract, Nim 80 and S. pittieri extract did not show activity as
either anti-feedants nor growth regulators. Laboratory bioassays with increasing
concentrations (0,1, 0,316, 1,0, 3,162 and 10%) of each extract confirmed the antifeeding
activity of both bitterwood extracts, as well as that of common rue foliage.

Introduccion

Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae) es considerada como una de las principales
plagas forestales en América Latina y el Caribe, ya que ataca maderas preciosas, como las
caobas y los cedros (Swietenia spp. y Cedrela spp.). El dafio principal es causado por la
perforaciéon de los brotes nuevos, especialmente el brote terminal, lo cual provoca su
deformacion o ramificacién, reduciendo de esta forma el valor comercial del drbol.

Se han investigado varias opciones para el control de esta plaga (Newton er al. 1993), con
resultados poco factibles operativa y econémicamente. Dado el nivel de tolerancia tan bajo,
de apenas una larva por drbol, se justificaria el empleo de un enfoque preventivo, basado en
sustancias que afecten el comportamiento o la fisiologfa de H. grandella.

En tal sentido, cabe la posibilidad de explorar el efecto inhibidor de dichas sustancias sobre

la alimentacion (fagodisuasion), el cual se observé en pruebas preliminares (Shannon et al.
1997), y eventualmente existiria la posibilidad de utilizar extractos vegetales en forma
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ristica o semi-ristica, como se hace con el nim (Azadirachta indica, Meliaceae) para otras
plagas (Schmutterer et al. 1982). Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de algunos extractos vegetales sobre la alimentacion de la larva de H. grandella.

Metodologia

Los experimentos se realizaron en el CATIE, en Turrialba, Costa Rica. Tanto para el
tamizado general de sustancias como para el bioandlisis se utiliz6 una cdmara bioclimética
(Percival 1-35L), a 22°C, 80-90% HR y fotoperiodo de 12:12 (L:O). El experimento de
invernadero, se hizo a 18,5 y 45°C (mifnima y méaxima) y 42-98% HR.

Inicialmente se evaluaron 29 sustancias vegetales, extraidas de diferentes estructuras (hojas,
madera, botones florales, bulbos, frutos y semillas) de plantas pertenecientes a las familias
Alliaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Cucurbitaceae, Labiatae, Lamiaceae,
Leguminosae, Meliaceae, Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae, Simaroubaceae, Solanaceae,
Umbelliferae y Winteraceae; la preparaciéon de los extractos se hizo en el Centro de
Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA), de la Universidad de Costa Rica.
Ademds se incluyeron varios productos comerciales derivados de la semilla del arbol de
nim (A. indica, Meliaceae), el ajo (Allium sativum, Alliaceae), la jojoba (Simmondsia
chinensis, Buxaceae), el Eugenol U.S.P. (Guayacolato de glicerilo) y el Biomel (mezcla de
aceites vegetales y extractos de varias plantas). Todas las sustancias se seleccionaron segin
sus efectos demostrados y bien documentados contra otros insectos, o por su
disponibilidad, ya que habian utilizado en experimentos con otros insectos.

En los tres experimentos se utilizaron como testigos el agua y el agente tensoactivo
("surfactante"), que fue el Nu film 17, a una concentracién de 0,03% (60 mi/ 200 | de
agua). Los extractos se aplicaron con el agente tensoactivo, para favorecer su distribucion
sobre la superficie de la hoja.

El tamizado general incluyé las 29 sustancias, y se hizo sobre larvas de tercer instar de H.
grandella, mediante la exposicion de las larvas a discos foliares de cedro (Cedrela odorata)
impregnados con una sola concentracién (10%) de cada sustancia; se utilizé un disefio
completamente al azar.

Del tamizado se seleccionaron seis sustancias en las que se detectaron posibles efectos
fagodisuasivos o inhibidores del desarrollo: extractos de madera y follaje de hombre grande
(Quassia amara, Simaroubaceae), follaje de ruda (Ruta graveolens, Rutaceae), fruto de
tacaco cimarrén (Sechium pittieri, Cucurbitaceae), y dos productos comerciales (Azatin y
Nim 80) derivados del nim.

Con ellas se efectué un experimento en el invernadero, colocando tres larvas del primer
instar de H. grandella en brotes terminales de cedro tratados con la concentracion mas alta
de cada sustancia (10%). Las plantas se distribuyeron en un disefio completamente al azar,
en un arreglo de campo de parcelas divididas en el tiempo, con diez plantas por cada
tratamiento. Ademas, en el laboratorio, para cada una de estas sustancias se realizaron
bioandlisis con concentraciones crecientes (0,1, 0,316, 1,0, 3,162 y 10%), a las cuales se
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expusieron larvas de tercer instar, seleccionadas de colonias criadas sobre follaje tierno de
cedro y dieta artificial; se utiliz6 un disefio de bloques completos al azar.

Tanto para el tamizado como para el bioandlisis, las ‘variables de respuesta fueron el
porcentaje del drea foliar del disco consumida (a las 24 h), seglin una escala visual
predefinida, el nimero de larvas muertas (cada 24 h), el tiempo de duracion de cada instar
larval y la pupa, y el peso de la pupa. Para el experimento en el invernadero, se determind
el nimero de perforaciones en el brote terminal y en las axilas de las ramas, de monticulos,
y de brotes y ramas desprendidos al alimentarse las larvas; esto se hizo a los 2, 4,8 y 16
dias después de la aplicacion de las sustancias.

En todos los casos se realizaron analisis de varianza (ANAVA), utilizando la pruebade F, y
para comparar las medias de cada tratamiento se utiliz6 la prueba de jerarquizacién
miultiple de Tukey, con un valor de significancia fijo de 5% (o= 0,05). Ademads, se
efectuaron correlaciones entre el consumo de discos foliares y la mortalidad de larvas. Se
utiliz6 el paquete estadistico SAS (SAS Institute 1985).

Resultados y discusion

En el andlisis se pretendi6 dlscnmmar entre tres tipos de efectos, que podrian mamfestarse,
solos o combinados: fagodisuasion, inhibicion del desarrollo y toxicidad. Aunque en el
tamizado general la mayoria de las sustancias no mostré claramente ninguno de estos
efectos, no se puede descartar que los pudieran tener; por razones de tipo practico ellas se
evaluaron a una sola dosis, elegida con base en resultados previos en un experimento con
Q. amara sobre H. grandella (Shannon et al. 1997). Aunque, por ejemplo, el Eugenol
causé un efecto toxico casi inmediato sobre la larva, no fue seleccionado para las
evaluaciones posteriores, ya que la prioridad era hallar sustancias fagodisuasivas.

Por tanto, para las pruebas posteriores se eligieron las seis sustancias que sobresalieron con
posible efecto fagodisuasivo: madera y follaje de hombre grande, dos derivados del nim
(Azatin y Nim 80), follaje de ruda y fruto de tacaco cimarrén. Cuando estas sustancias se
aplicaron directamente a plantas en el invernadero, hubo grandes diferencias en el daiio
provocado por la larva de primer instar (F= 5,46, g.1.= 7, 72, p< 0,0001), y sobresalieron los
tratamientos con Azatin y madera de Q. amara; en éstos apenas una planta fue atacada, y
ellos difirieron de los demds tratamientos, excepto de la ruda, donde hubo cinco plantas

! atacadas.

Los bioandlisis posteriores, en el laboratorio, revelaron que algunas sustancias,
dependiendo de su concentracién, pueden tener efectos mixtos, como fagodisuasivas,

- inhibidoras del desarrollo o insecticidas, sobre la larva de H. grandella. Casi todas las

concentraciones del Azatin provocaron mortalidad directa de la larva, al igual que el
extracto de tacaco cimarron al 10%. Por su parte, el Nim 80 actué como un regulador del
crecimiento en casi todas sus concentraciones, inhibiendo el desarrollo de la larva; en ésta
la exuvia quedaba adherida al cuerpo de la larva, formando una especie de constriccién, lo
cual causaba su muerte.
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Las tdnicas sustancias que causaron fagodisuasién fueron los extractos de madera y follaje
de Q. amara, asi como el de ruda. Dicho efecto fue mas notorio con la madera de Q.
amara, para cuyas dos mayores concentraciones los valores de consumo fueron de apenas
0,14 y 0,68%. Sin embargo, se detectd para sus cuatro mayores concentraciones, asi como
para las tres mayores del follaje de Q. amara, y las cuatro mayores de la ruda.

Las discrepancias entre algunos de estos datos y los del invernadero posiblemente
obedecieron a que en éste hubo mayor riesgo de volatilizacién de los compuestos activos, y
a que las larvas tenfan la oportunidad de de emigrar hacia partes de la planta no tratadas con
las sustancias.

Desde el punto de vista del manejo de H. grandella, estas sustancias fagodisuasivas, e
incluso aquellas inhibidoras del desarrollo, podrian tener un potencial importante, dentro de
un enfoque preventivo, complementadas con otras ticticas, como el mejoramiento genético,
las pricticas silviculturales y el control biolégico. Aunque ellas tendrfan varias de las
restricciones de los insecticidas convencionales en dicho manejo, su principal ventaja es su
caricter preventivo, al actuar rdpidamente, antes de que la larva penetre en los brotes y
cause dafios de importancia econémica.

Aunque estos resultados son promisorios, deberfan considerar la disponibilidad de estas
sustancias para los productores de caoba y cedro, su costo econdmico, y algunos aspectos
operativos y de salud publica.

Dichos extractos quizds podrfan utilizarse de manera nistica o semi-nistica, y buscando
coadyuvantes que aumenten su persistencia en el campo. Hay evidencias preliminares de
que el extracto de madera de Q. amara puede transportarse de manera sistémica en el cedro
(Shannon et al. 1997), lo cual abrirfa la posibilidad de formularlos como materiales de
liberacion controlada, para aumentar su vida media. Otra posibilidad seria la de identificar
el gen o genes responsables de la produccién del principio activo fagodisuasivo en Q.
amara, y transferirlos a drboles de caobas y cedros, mediante ingenieria genética.

En cuanto a los riesgos para la salud humana, al menos los extractos acuosos de la madera
de Q. amara, en dosis de hasta 1000 mg/kg administradas oralmente, no causan efectos
toxicos agudos en ratones (Garcia et al. 1996), lo cual indica que no implican riesgos si se
ingieren.

Conclusiones

- Hay principios quimicos fagodisuasivos sobre la larva de H. grandella en los extractos
de madera y follaje de Q. amara y de ruda.

- Algunas sustancias de origen vegetal, dependiendo de su concentracién, pueden tener
efectos mixtos, como fagodisuasivas, inhibidoras del desarrollo o insecticidas sobre la
larva de H. grandella.

- Dependiendo de su concentracion, el Azatin y el extracto de tacaco cimarrén provocan
mortalidad directa de la larva, mientras que el Nim 80 inhibe el desarrollo de la larva de
H. grandella.
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METODOS DE INOCULACION PARA LA PRODUCCION in vivo DE Bacillus
popilliae EN LARVAS DE Phyllophaga menetriesi.

Eduardo Hidalgo', Lorena Flores'
'Unidad de Fitoproteccion, Area Agricultura Ecolégica, CATIE

Abstract

A laboratory experiment was carried out to compare three inoculation methods of spore
suspensions of two Bacillus popilliae strains. Third instar Phyllophaga menetriesi larvae
were inoculated with a dose of 2.5x 10° Bp spores/larva by injection, topical application and
fed with inoculated artificial diet. The highest infection was obtained in the injected
treatment with the strain 524 (67%), follow by the strain 504 in the artificial diet treatment
with 50% infection. A high percentage of asymptomatic mortality was observed with the
strain 504 when topically inoculated.

Introduccién

Bacillus popilliae (Bp) es un bacteria formadora de esporas que infecta exclusivamente
estadios larvales de diversos géneros dentro de la familia Scarabeidae. La proliferacién de
esporas refractarias dentro del cuerpo de las larvas le confiere una coloracion blanco-leche
a la hemolinfa, originando los nombres con que vulgarmente se conocen este patogeno y la
enfermedad que causa: espora lechosa y enfermedad lechosa, respectivamente.

La alta especificidad de esta bacteria asi como la demostrada persistencia de sus esporas en
el suelo, la convierten en un agente con gran potencial para ser utilizada en el control de
poblaciones de larvas (Klein, 1992). B. popilliae muestra ventajas relativas sobre otros
medios de control, debido a su capacidad para reproducirse en las larvas infectadas
incrementando asi su inéculo en el campo, lo cual permite un efecto multiplicativo en su
disponibilidad para infectar un mayor nimero de larvas (Dutky, 1963). Se han observado
aumentos considerables en los niveles de infeccién natural en periodos relativamente cortos
aumentando, por ejemplo, de 29% a 69% en un lapso de 2 aiios en campos infestados con
larvas de Phyllophaga obsoleta (Londoiio, 1995), esta es una muestra evidente del
potencial de la espora lechosa para el control de estas plagas.

Desde los primeros reportes en 1940, describiendo la enfermedad causada por B. popilliae
(Dutky, 1940), ha aumentado el nimero de reportes de infeccion en varias especies
incluyendo el género Phyllophaga (Shannon, 1994) y se hacen esfuerzos por adaptar el uso
de esta bacteria a estrategias de control de estas plagas (Hidalgo et al, 1998). Sin embargo,
una de las mayores limitaciones para el uso de este patdgeno ha sido su caracteristica
intrinseca de ser un pardsito obligado, para el cual no se ha podido desarrollar una
metodologia confiable y eficiente de produccion in vitro.

La reproduccién de B. popilliae en el laboratorio se ha basado principalmente en la
inoculacién, via inyeccién, de suspensiones acuosas de esporas en el hemocele de las



larvas. Este proceso implica una alta inversién en mano de obra que eleva el costo del
producto, por lo cual es necesario maximizar el rendimiento o buscar alternativas mas
viables para hacer este producto mds accesible para los agricultores. Hidalgo er al (1998),
han trabajado en la adaptacion y mejoramiento de este sistema de produccion para larvas de
Phyllophaga spp, logrando niveles altos de infeccién y rendimientos aceptables en la
produccién de esporas por larva, sin embargo, es necesario mejorar el sistema aun més o
bien experimentar con otras alternativas para la produccién.

En este trabajo se comparan tres métodos de inoculacién para la produccioén in vivo de dos
cepas promisorias de B. popilliae sobre larvas de P. menetriesi de tercer estadio.

Metodologia

Dos cepas promisorias de B. popilliae (504 y 524) aisladas originalmente de larvas de P.
menetriesi, tercer estadio colectadas en Estelf, Nicaragua y Turrialba, Costa Rica
respectivamente fueron preparadas en solucién acuosa a una concentracién de 5x10°
esporas/ml y probadas contra larvas de P .menetriesi de tercer estadio. Se comparé la
efectividad de tres diferentes métodos de inoculacién: 1- Inyeccion en el hemocele, 2-
Inoculacién tépica con jeringa y 3- Inoculacién oral con dieta artificial. La inyeccion fue
realizada a nivel del tercer segmento abdominal utilizando una microjeringa Hamilton de
250 pl graduada para dispensar Spul por aplicacién. Para la inoculacion tépica se uso el
mismo tipo de jeringa y volumen de aplicacién, eliminando la punta de la aguja para
disminuir el daflo mecénico a las partes bucales de las larvas. La dieta artificial fue
preparaba a base de agar y frijol y el inéculo fue colocado sobre secciones circulares de 2x3
mm con microjeringa. En todos los casos la dosis por larva fue de 2.5x 10° esporas.

El inéculo se extrajo de larvas previamente inyectadas con las cepas requeridas y fue
sometido a cuatro cambios alternos de temperatura (70° y 4°C) con el fin de eliminar
posibles bacterias contaminantes de la suspension.

Después de inoculadas las larvas permanecieron por 24 horas en celdas individuales de
bandejas pldsticas para cubitos de hielo; posteriormente se pasaron a vasos pldsticos con
suelo y una plantula de maiz como alimento. La incubacién se realiz6 en un cuarto con
temperatura controlada a 24-26°C. Las evaluaciones se realizaron cada siete dias,
contabilizando y separando las larvas infectadas y proporcionando nuevo alimento a las
larvas en cada revision. El experimento se prolongé hasta 35 dias después de la
inoculacion.

Resultados y discusion

El patrén de infeccién fue diferente en cada método de inoculacién para las dos cepas
utilizadas. Los mejores resultados fueron obtenidos con la cepa 524 con un porcentaje de
infeccion de 67%, 35 dias después de la inoculacién (DDI) por inyeccién, seguido por el la
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cepa 504 inoculada en la dieta artificial, para la cual se observ6 un porcentaje de infeccion
del 58% (figura 1).

La cepa 524 produjo infeccién con los tres métodos de inoculacién, mientras que la cepa
504 no produjo sintomas tipicos de infeccién por B. popilliae cuando se inoculé
tépicamente. Sin embargo en este tratamiento se observé un elevado nivel de mortalidad
asintomatica (92%).
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Figura 1. Porcentaje de infeccién y mortalidad asintomdtica de larvas de
P.menetriesi, tercer estadio, 35 dias después de inoculadas con una dosis
de 2.5x10° esporas/larva de 2 cepas de Bacillus popilliae, utilizando 3
métodos de inoculacidn: inyeccidn (Iny), inoculacién tépica (Top) y dieta
artificial (Diet).

Los porcentajes de infeccion obtenidos en este experimento con el tratamiento de
inoculacién por inyeccién, son menores a los observados en pruebas anteriores con las
mismas cepas (Hidalgo et al, 1998), sin embargo la inyecci6n del inoculo directamente en
el hemocele se mantiene como la metodologia mds efectiva para la produccién in vivo de B.
popilliae . Es necesario realizar mds investigaciones para superar las inconsistencias en los
resultados.

Conclusiones

La inoculacion via inyeccion es el método mads eficiente para la produccién in vivo de B.
popilliae en P. menetriesi, pese a que ain se deben determinar los factores que inducen la
falta de consistencia
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La inoculacién tépica puede ocasionar altos niveles de mortalidad asintomatica,
dependiendo de la cepa que se esté utilizando. Se debe investigar si este fendbmeno se debe
a factores inherentes a la cepa o a algin tipo de contaminante con efecto téxico al ser
ingerido por las larvas.

El método de inoculacién por ingestion (via natural de entrada del patégeno ¢n las larvas)
produjo altos niveles de infeccién corroborando el potencial de B. popilliae para uso en el
control de esta plaga.
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EFECTO DE Beauveria bassiana SOBRE LA MORTALIDAD DEL PICUDO DEL
CHILE Anthonomus eugenii.

Joaquin Durén', Manuel Carballo’.Escuela de
Postgrado CATIE', Unidad Fitoproteccion,
Area Agricultura Ecolégicaz,

Abstract

A bioessay was carried out, under laboratory conditions, to evaluate the effect of B.
bassiana alone, in mixture with insecticide fipronil and oil agrol on mortality of pepper
weevil adults (A. eugenii). Regent (fipronil) alone or in combination with B. bassiana, and
B.bassiana in formulation with agricultural oil Agrol, were efficient in controlling pepper
weevil adults. The mean lethal time varied of 6.48 hours, for the insecticide Regent in
mixed with Beauveria bassiana, to 50.64 hours, for fungus alone. The treatments with the
insecticide alone produced 100% mortality on the same day of application.

Key words: Anthonomus eugenii, pepper weevil, Beauveria basssiana, microbial control,
fipronil.

Introduccion

El picudo del chile A. eugenii (Cano) es una plaga originaria de Mesoamérica, localizdndose
en Norte América, Centro América, y el Caribe. De reciente introduccién en Costa Rica, su
importancia se ha incrementado debido a que los daiios ocurren en las épocas de floracién y
fructificacién ya que causa la caida de yemas florales, flores y frutos pequefios. En muchas
ocasiones la plaga se hace incontrolable alcanzando pérdidas totales en el cultivo. El control
quimico es el més utilizado para reducir las pérdidas de produccién en cantidad y calidad de
frutos debido al relativo bajo costo y disponibilidad de los mismos (Stansly, 1998). La baja
eficacia del control quimico plantea la necesidad de contar con nuevas alternativas de control
como el uso de hongos entomopatégenos. Trabajos preliminares de laboratorio demuestran el
alto potencial de estos hongos para el control microbiano del picudo (Schuster et al., 1996,
Carballo et al., 1998). Gémez y Jiménez (1995), comprobaron la patogenecidad de B.
bassiana sobre adultos de A. eugenii, donde la inmersién de adultos del picudo en soluciones
del hongo (Ix 10® conidios/ml), caus6 mortalidades mayores a 80%. En Costa Rica, se
evaluaron 12 cepas de B. bassiana provenientes de la colecciéon de hongos entomopatégenos
del CATIE (Carballo, 1996).

En esta investigacion se evalud el efecto de la mezcla de formulaciones de B. bassiana con
dosis del insecticida Fipronil en comparacion con el control quimico usado por el agricultor,
sobre la efectividad y patogenecidad de B. hassiana y la mortalidad de adultos del picudo del
chile.

Metodologia

Este estudio se realiz6 en el Laboratorios de Control Microbial de la Unidad de Fitoproteccién
del CATIE, entre setiembre y octubre de 1998. Se evaluaron ocho tratamientos en un disefio
de bloques completos al azar con arreglo de parcelas divididas y 4 repeticiones, para un total
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de 32 unidades experimentales. Los tratamientos fueron: Aceite Agricola Agrol (Ag, 20cc/l
agua), Aceite Agricola Agrol con B. bassiana (Ag+Bb, 20cc/l agua +1,2x 10’ conidios/ml), B.
bassiana en agua (Bb, 1.2x 10’ conidios/ml), Regent dosis baja (Rb, 0.02cc ia /I agua), Regent
dosis alta (Ra, 0.lcc ia /I agua), Regent dosis baja con B. bassiana (Rb+Bb, 0,02cc ia /I agua
+Bb), Regent dosis alta con B. bassiana (Ra+Bb, 0,1cc ia /l agua) v un Testigo Absoluto (T).
Se colocaron diez adultos del picudo en viales plasticos y a cada grupo de adultos se les aplicé
los tratamientos descritos mediante aspersion utilizando un aerégrafc Junior 03 (5923, Lukas),
acoplado a un compresor Pulmo-Aide (561, Devilbiss), con una presién maxima de 1,8
kg/cm’. Los adultos se alimentaron con hojas de chile durante los dias del experimento. Se
evalué la mortalidad acumulada diaria, y la efectividad de los tratamientos se indicé por el
porcentaje de mortalidad y el tiempo medio letal en un periodo de siete dias. Se estimo el
nimero de conidios por insecto muerto, colocidndose éstos en recipientes con la humedad
necesaria para permitir la esporulacién del hongo y calcular la produccién de conidios.
Esporulado el hongo, los insectos se sumergieron en agua destilada con Tween 80 (0.3%) y se
agitaron por tres minutos. Luego se colocaron 10 pl de la solucién en un hematocimetro para
realizar el conteo de esporas liberadas por insecto.

Se realiz6 un Andlisis de Varianza, y Prueba de Tukey (o = 0,05) y la efectividad de los
tratamientos fue evaluada por el porcentaje de mortalidad y el tiempo letal medio (TLS50),
mediante el andlisis de prébitos (SAS Institute 1985).

Resultados y discusion

El porcentaje de mortalidad de adultos varia de 45 a 100%, obteniéndose la mayor mortalidad
(100%) un dia después de la inoculacion utilizando Regent solo (dosis alta) y en mezcla con
B. bassiana, mientras que a los siete dias, la mortalidad en solo Beauveria fue de 97.5%, y en
el Testigo de 45% (Fig. 1). El tiempo letal medio (TL50) para los tratamientos del insecticida
Regent en dosis alta solo y en mezcla con B. bassiana, no pudo ser determinado
estadisticamente debido a la mortalidad total de los individuos desde el primer dia, mientras
que para tratamiento B. bassiana-solo este fue de 2.11 dias.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de adultos de Anthonomus eugenii, bajo los tratamientos
aplicados. CATIE, Turrialba, 1998.



La mayor mortalidad de adultos de picudo por dia corresponde a los tratamientos de
insecticida Regent en dosis alta y en mezcla con B. bassiana, los cuales desde el primer dia
después de la inoculacién la mortalidad fue del 100%. El tratamiento Regent en dosis baja y
Regent dosis baja+Bb presentan mortalidades también del 100%, pero alcanzado a los 0,56 y
0,27 dias, después de la inoculacién. El tratamiento que utiliz6 solo esporas de Bb en agua
aplicados sobre los adultos del picudo, mostraron la mayor cantidad de esporas producidas
por insecto, mientras que el tratamiento Regent dosis baja con el hongo fue el que produjo
menor cantidad, con 8,77x10°% y 2.25x10° esporas respectivamente. Los tratamientos de
Agrol+Bb y Regent dosis alta+Bb, presentan cantidades intermedias de produccion de
esporas.

Conclusiones.

El insecticida Regent solo o en combinacién con B. bhassiana y Beauveria en formulacién con
el aceite agricola (Agrol), mostraron ser efectivos para el control de adultos del picudo del
chile.

El uso de dosis baja de insecticida en mezcla con B. bassiana predispone al insecto al ataque
del hongo, provocando la muerte lenta de los individuos y la permanencia de in6culo infectivo
en el ambiente.

El tratamiento Beauveria-sola aplicado a adultos del picudo del chile, produjo la mayor
cantidad de esporas sobre los insectos muertos, mientras el tratamiento de Regent en dosis
baja con el hongo fue el que produjo la menor cantidad. Sin embargo, en ambos casos el
hongo tiene la oportunidad de aumentar sus estructuras infectivas en el campo, incrementando
su potencial de control natural de la plaga en el tiempo.
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EFECTO DE FUNGICIDAS SOBRE LA GERMINACION Y EL CRECIMIENTO DE
Beauveria bassiana.

Joaguin Durén', Manuel Carballo’,Escuela de
Postgrado, CATIE', Unidad de Fitoproteccién,

Area de Agricultura Ecoldgica

Abstract

The effects of fungicides on growth, germination of Beauveria bassiana was evaluated in
laboratory conditions. The results demonstrated that the fungicides Benlate, Curzate,
Acrobat, Daconil, Antracol and Dithane have an inhibitory effect over the fungi germination
and growth. The fungicides Aliette, Previcur and Kocide did not affect the growth and the
germination of the fungus in a significant way.

Key words: Beauveria bassiana, growth, inhibition, fungicides

Introduccion

La susceptibilidad de agentes microbioldgicos a fungicidas, se ha documentando desde hace
treinta afos, cuando se observé la inhibicion de Cephalosporium aphidicola utilizado en el
control microbial de Aphis gossvpii, por los fungicidas benomy! y triarimol (Wilding 1972).
Tedders (1981), observé la inhibicidn en germinacidn y crecimiento conidial de B. bassiana y
M. anisopliae, por los fungicidas triphenyltin hydroxide, zineb y benomyl, utilizados en el
cultivo de la peca (Caryva illivensis), para el control del picudo Curculio caryae.

En Cuba, Calderdn er al (1991), demostraron que los fungicidas benomyl, propiconazol y
zineb afectan la germinacién conidial y formacion de biomasa de B. bassiana. Rivera (1993),
demostré que la geminacién B. bassiana fue inhibida por los fungicidas cyproconazol,
hexaconazol, triadimefon y oxicloruro de cobre. Por otro lado, Todovora (1997) cita que los
fungicidas clorotalonil. maneb, tiofanato-metil, mancozeb, metalaxyl-mancozeb y zineb,
inhiben el crecimiento micelial y esporulacion de B. bhassiana.

Carballo et «l. (1998), indican que el crecimiento del hongo B. bassiana es inhibido por
fungicidas siendo el Antracol, Dithane y Benlate los mds perjudiciales, mientras que los
fungicidas Daconil y Previcur no tienen un efecto drastico sobre el hongo.

El presente documento determiné el efecto de los fungicidas utilizados en el cultivo del chile
sobre la germinacion de esporas, crecimiento diametral y la tasa de crecimiento diario del
hongo entomopatégeno B. bassiana.

Metodologia
Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Control Microbial de la Unidad de
Fitoproteccion del CATIE, entre agosto y setiembre de 1998.



Prueba de germinacion de B. bassiana. Se realizé la prueba en medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) conteniendo los fungicidas Acrobat, Curzate, Aliette, Kocide, Antracol,
Dithane, Benlate, Previcur y Daconil, en tres dosis (100, 500 y 1000 ppm), un tratamiento
testigo y se utilizé una solucién de B. bassiana (B-447) de 1.2x10°conidios/ml. en agua
destilada, para un total de 28 tratamientos, con tres repeticiones. Los tratamientos se
distribuyeron en un disefio de bloques completos al azar. Se preparé el medio de cultivo
utilizando 40 g de PDA por litro de agua destilada, y autoclavando la solucién al302C,
presién de 15 bares/30 min. El medio fue repartido en volimenes de 100 ml, manteniéndolos
a 502C con el prop6sito de agregar cada uno de los fungicidas a evaluar y posteriormente
depositarlo en los platos Petri. Se distribuy6 200ul de la solucién del hongo sobre cada uno
de los medios. El porcentaje de germinacién de 100 esporas, se estimé a las 16 y 24 horas de
la inoculacién. Las repeticiones se almacenaron en incubadora a temperatura controlada
(262C).

Ensayo de susceptibilidad de B. bassiana a fungicidas. La susceptibilidad B. bassiana se
determiné con los mismos tratamientos usados en el ensayo anterior y un testigo, para un
total de 28 tratamientos, con cuatro repeticiones, distribuidos en un .disefio de bloques
completos al azar. Los platos Petri se prepararon de igual forma que el ensayo anterior.
Previamente, se sumergieron por 15 minutos, circulos de papel de filtro esterilizado de 0.6
mm en una solucién de agua esterilizada con esporas del hongo (1.2x107 conidios/ml). Luego
se colocé el circulo de papel filtro en cada uno de los tratamientos. La susceptibilidad se
evalué mediante el crecimiento diametral del hongo en cada tratamiento. La medicién del
crecimiento del hongo (centimetros) se realiz6 diariamente, durante dos semanas, iniciando un
dia después de colocado el hongo sobre cada tratamiento. Los datos fueron analizados
utilizando la medicién diamétrica mdxima y la tasa de crecimiento diario (diimetro final -
didmetro inicial)/Nimero de dias) por cada repeticion, mediante un Andlisis de Varianza y
pruebas de Tukey (a = 0.05).

Efecto de los fungicidas sobre la esporulacion. Finalizada la fase de crecimiento del hongo,
se realiz6 el conteo de esporas de los tratamientos que mostraron un crecimiento y
esporulacion visible del hongo. Se mezcl6 el medio de agar con 50 cc de agua y mediante
agitacion y ayuda de un ultrazonificador se separaron los conidios y se colocaron 10 ul de la
solucién en el hemacitémetro para realizar el conteo de las esporas.

Resultados y discusion

Prueba de germinacion de B. bassiana. El andlisis de varianza mostré un efecto de los
fungicidas a diferentes concentraciones sobre el porcentaje de germinacién. Alliette, Previcur
y Kocide mostraron una alta germinacién de esporas, tanto a las 16 como a las 24 horas, para
las tres concentraciones evaluadas, mientras que los demds fungicidas inhibieron la
germinacién. Benlate (100 ppm) no inhibe la germinacién en ninguno de los dos periodos de
evaluacién, pero si es capaz de inhibirla a S00 y 1000 ppm.

Ensayo de susceptibilidad de B. bassiana a los fungicidas. Aliette, Previcur y Kocide no

inhiben el crecimiento del hongo en las concentraciones de estudio. Los demés productos
produjeron una completa inhibicién del hongo a lo largo del periodo de experimentacién,
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mostrando diferencias en el crecimiento. Previcur presenta el mayor crecimiento diametral de
los fungicidas evaluados en 100, 500 y 1000 ppm, variando significativamente de los demds
productos de estudio, pero no de Kocide en 1000 ppm. No existen diferencias sobre la tasa
de crecimiento entre los fungicidas Previcur, Kocide y el Testigo, mientras que si existen
diferencias significativas entre los demas fungicidas. El fungicida Previcur presenta la mayor
tasa de crecimiento, incluso que el tratamiento testigo.

Efecto de los fungicidas sobre la esporulacion. Los fungicidas Aliette, Previcur y Kocide
mostraron un crecimiento visible y a su vez esporularon después del periodo de evaluacién.
El fungicida Previcur (500 ppm) muestra las mayores cantidades de esporas producidas,
mientras que Aliette (1000 ppm) produjo la menor cantidad. EIl testigo produjo la mayor
cantidad de esporas que todos los fungicidas. . Algunos de los fungicidas que demostraron
tener un efecto negativo sobre la germinacién, esporulacién y crecimiento de B. bassiana,
concuerdan con los estudios realizados por Wilding, 1972 y Calderén et al, 1991.

Conclusiones

Aliette, Previcur y Kocide, no afectaron en forma significativa la germinacién y el
crecimiento de B. bassiana. Por otro lado, la inhibicion en el crecimiento y la germinacién
fue demostrada por los fungicidas Benlate, Curzate, Acrobat, Daconil, Antracol y Dithane.
Esto permite tomar decisiones de aplicacién en el campo de la compatibilidad de los
fungicidas sobre B. bassiana, y ademds sobre la formulacién o mezcla méds adecuada en el
combate de plagas agricolas.
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Abstract

This investigation evaluated the effect of two foliar amendments, cellulose (1 and 2 g/L)
and glucane (40 and 80 g/L of colloidal glucane 0.28% p/v), and five antagonists obtained
from the CATIE’s collection namely, Serratia sp. (054), Penicillium spp. (067 y 071),
Trichoderma sp. (069) and Fusarium sp. (108), on the development of Phytophthora.
infestans in tomato plants cvs. Hayslip and Pieraline. All the antagonists evaluated showed
a clear effect of interfering with disease development under controlled. Penicillium sp.
(067) was the best antagonist having presented the least severity when applied with foliar
amendments and, in addition, did not allow disease development when applied without
foliar amendments. irrespective of the concentration used. The best foliar amendment
evaluated was cellulose (2 g/L) because lower levels of disease severity and longer
incubation periods were observed when combined with the evaluated antagonists, except
with Trhichoderma sp. (069). Tomato cv. Pieraline was tolerant to P. infestans infection
because no disease symptoms were observable. These results provide important
information on the biological control of P. infestans and suggest the need to continue
working with other antagonist and combinations of foliar amendments.

Introduccion

El tomate es un cultivo muy rentable y ampliamente distribuido en toda el drea
centroamericana, su produccién se ve limitada por el ataque de patégenos, como
phytophthora infestans, causante del tizén tardio. En( costa rica y en la mayoria de los
paises del drea el control de esta enfermedad, depende principalmente de la aplicacién de
fungicidas, sin embargo con el propésito de mantener la sostenibilidad del cultivo es
necesario involucrar otras practicas de cultivo que permitan disminuir el uso de
agroquimicos. El uso de control bioldgico de este patégeno se ha estudiado (rodgers, 1989;
jindal et al., 1988, jongebloed et al., 1993 y clulov et al. 1995). Ek catie realizé una
bisqueda de antagonistas de este patégeno y en la actualidad cuenta con una coleccién de
32 microorganismos seleccionados por su capacidad de disminuir la severidad causada por
este patégeno en tomate (sanchez garita et al., 1998). El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de sustratos y antagonistas sobre el desarrollo de tizon tardio en tomate.

Metodologia

En condiciones bajo techo se evalud el efecto de dos sustratos, celulosa (1 y 2 g/L) y
glucano (40 y 80 g/L de glucano coloidal 0,28% p/v), cinco organismos antagonistas
provenientes de la colecciéon de CATIE: Serratia sp. (054), Penicillium spp. (067 y 071),
Trichoderma sp. (069) y Fusarium sp. (108), sobre el desarrollo de Phytophthora infestans
en los cultivares de tomate Hayslip y Pieraline. Veinticuatro horas después de aplicados los
sustratos se inocularon los antagonistas (10° esporas y 107 unidades formadoras de colonias
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de los aislamientos de hongos y bacterias respectivamente) y 48 horas después el inéculo
de P. infestans (8 x 10" esporangios/ml) en los tres foliolos terminales de las hojas tercera y
cuarta de cada planta. Ademis se evalué el efecto de la formulacion (1:9 aceite en agua)
sobre la actividad de los antagonistas.

El inéculo del patégeno se mantuvo in vivo en hojas de tomate del cultivar Hayslip. Se
hicieron observaciones diarias de la severidad de la enfermedad segtin el porcentaje de drea
foliar afectada (PAFA) en los foliolos inoculados y del periodo de incubacién.

Resultados y discusion

Todos los antagonistas evaluados mostraron un efecto claro de interferencia sobre el
desarrollo de la enfermedad en condiciones bajo techo, pues disminuyeron la severidad de
la enfermedad en mas de un 200% respecto al testigo. Penicillium sp. (067) fue el mejor
antagonista ya que presenté la menor severidad cuando fue aplicado con sustratos y no
permitié el desarrollo de la enfermedad cuando se aplicé sin sustratos, caracteristicas que le
dan un alto potencial como agente de control bioldgico de P. infestans.

Los sustratos ejercieron un efecto negativo sobre Trichoderma sp. (069) ya que la severidad
de la enfermedad aumentdé cuando dicho antagonista se inoculé posteriormente a la
aplicacion de sustratos. La severidad observada con los antagonistas fue mayor cuando se
aplicé glucano que cuando se usé celulosa, independientemente de las concentraciones
evaluadas.

El mejor sustrato evaluado fue celulosa 2 g/L en donde se observaron los menores niveles
de severidad y mayores periodos de incubacion al combinarse con los antagonistas
evaluados, a excepcidn de Trichoderma sp. (069). No se observo efecto antagénico cuando
el sustrato (celulosa 2 g/L) y el antagonista (Penicillium sp. 067) se aplicaron | 6 2 semanas
antes del patégeno.

El cultivar Pieraline present6 tolerancia al ataque de P. infestans pues no mostré sintomas
de la enfermedad. Bajo condiciones ambientales naturales la formulacidn con aceite - agua
favorecié el efecto antagonista, unicamente de Fusarium sp. (108).

Conclusiones

Los resultados obtenidos aportan informacién importante para el control bioldgico de P.
infestans y demuestran el potencial de los microorganismos previamente seleccionados
como agentes de control de este patdgeno, asi como la importancia de usar sustratos que
favorezcan el establecimiento y actividad de los antagonistas. Ademds justifican la
necesidad de continuar investigando con otros antagonistas y combinaciones de sustratos.
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Abstract
This study evaluated ten treatments, which included six plant growth-promoting and
inducted resistance microorganisms, one organic amendment, two micorrhycic fungi and
two controls, one for each type of substrate used. Their capacity to increase growth in
banana plants and resistance to black leaf spot disease was measured. The experiment was
conducted in two stages, first in the screenhouse, and later in pots in a field highly affected
by the disease. In the first stage, results did not show clear differences in growth variables,
except in bocashi and Pseudomonas cepacia, which showed advantages to increase leaf
area and plant height. In the second stage, the treatment with bocashi was again the one
which had the greatest increases in growth variables. However, Pseudomonas fluorescens
and Trichoderma harzianum also achieved good results. P. fluorescens was able to
significantly decrease the disease's severity.
Key words: Plant growth promotion, induced resistance, bacteria, P. fluorescens, P. cepacia,
Trichoderma harzianum, micorrhyzas, bocashi, black leaf spot disease.

Introduccion

En el cultivo del banano el control de la Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) es un
factor determinante en los costos, por ser altamente dependiente del uso de agroquimicos
(Agne 1995).

Algunas bacterias, como Serratia marcescens ha probado controlar la Sigatoka mediante la
degradacidn de la pared del hongo por la accién quitinolitica de las sustancias que produce
la bacteria.

La posibilidad de que algunas bacterias conocidas como promotoras de crecimiento e
inductoras de resistencia, logren una colonizacién endofitica que permita una respuesta de
control de Sigatoka motivo a llevar a cabo el presente trabajo.

Metodologia

El experimento consisti6 de diez tratamientos y cuatro repeticiones con disefio
completamente al azar. Se hizo en dos etapas. En la primera las plantas, sembradas en
macetas, se mantuvieron en una casa de mallas de CATIE y se evaluaron variables de
crecimiento. En la segunda las mismas plantas fueron trasladadas a una plantacién de
banano altamente infectada con Sigatoka, ubicada en la Finca “La Montaiia” de CATIE, se
evalué ademas de las variables de crecimiento la severidad de ataque del Sigatoka.
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Las bacterias S. marcescens, Pseudomonas florescens Y. P. cepacza. se aplicaron en
suspensiones de 10° unidades formadoras de colomas (ufc) ’ el hongo Trichoderma
harzianum se inocul6 en suspensiones de 10® conidios ml ~ y los microorganismos
Eficaces (E.M) se aplicaron en soluciones de 1:1000. Los tratamientos anteriores se
aplicaron a razén de 150 ml por semana al sustrato en que estaban sembradas las planta de
banano micropropagadas, el cual consistia en una mezcla de 75 partes de suelo por 25 de
broza ambos esterilizados en autoclave; la broza contenfa ademds un suplemento
alimenticio para las bacterias a base de sacarosa, aceite y melaza. Dos tratamientos
consistian en la inoculacién de los hongos micorricicos Glomus sp y Gigaspora sp., en este
caso al suelo esterilizado se le incorporé 6 g de in6culo de micorrizas. Un tratamiento mas
consistié en la utilizacion de la enmienda orgédnica conocida como “Bocashi”, en mezcla
con suelo estéril a razén de 85 partes de suelo por 15 partes de bocashi. Finalmente se
utilizaron dos testigos, uno de ellos de suelo esterilizado (testigo absoluto) y otro de suelo
esterilizado y broza (testigo sustratado).

Resultados y discusion

En la primera etapa el tratamiento con bocashi favorecié las variables de érea foliar (Fig.1)
y altura de planta, en otras variables las diferencias no fueron significativas. En el caso del
area foliar, la bacteria P. cepaczd presentd diferencias significativas con respecto al testigo
sustratado y al absoluto. Estudios realizados por Gutiérrez (1996), muestran que al utilizar
un sustrato a base de bagazo de caiia inoculado con la bacteria S. marcescens, se logré
incrementar significativamente el drea foliar.

En la segunda etapa, las diferencias entre los tratamientos fueron mds obvias; Alexander
(1997) atribuye a condiciones fisicas del suelo la capacidad de afectar la poblacién bacterial
y su potencial bioquimico. El bocashi, al igual que en la etapa anterior fue el tratamiento
que mds favorecié las variables de drea foliar (Fig. 2) y altura (Fig 3). Sin embargo, el
desempeiio de las bacterias y el hongo T. harzianum si difiri6. Para esta etapa el tratamiento
con la bacteria P. fluorescens present6é un incremento en édrea foliar y altura igual al bocashi
y superior a P. cepacia.. Estos resultados sugieren una ventaja de P. fluorescens sobre P.
cepacia para mostrar su efecto en condiciones de campo. En esta etapa también se debe
distinguir el efecto positivo que exhibié el tratamiento inoculado con T. harzianum.
Broadbent et al (1997), Chun et al (1986) y Cuervo (1997) reportaron resultados similares
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al observar que microorganismos promotores de crecimiento favorecian estas variables.
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La figura 4 muestra que el tratamiento inoculado con la bacteria P. fluorescens presentd un
ataque menos severo que su testigo de referencia (sustratado); sin embargo no se diferencia

mucho de otros grupos de microorganismos;

en este caso, el tratamiento con sustrato de

bocashi present6 niveles de severidad igual que el testigo sustratado pero menores que su
testigo de referencia (absoluto). Resultados similares han sido reportados para el ataque de
mancha angular en pepino utilizando las bacterias P.putida, S. marcescens y Bacillus

pumilus (Wei et al 1995).
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Conclusiones

El bocashi tiene un efecto positivo sobre la altura de plantas dﬁf nano y su drea foliar tanto
en invernadero como en campo. Mientras la bacteria P. cepacia se desempeiia de manera
similar al bocashi pero en condiciones de invemgemrﬁﬁﬁlanto a los microorganismos
inoculados en las macetas en el campo, es la bacteria P. fluorescens y el hongo T.
harzianum quienes mostraron los mejores resultados para las variables de altura y drea

foliar.

El tratamiento con in6culo de P.cepacia logra disminuir significativamente la severidad del
ataque de sigatoka; sin embargo el bocashi también logra reducir la severidad del ataque
con respecto a su testigo.
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Abstract

The bacterial wilt, a plant disease caused by Pseudomonas solanacearum, has long been
considered as one of the main problems in tomato production in the world. The effect of
organic amendment over disease severity were evaluated. Coffee pulp, sugar cane filter
cake and three compost were tested as amendments. The tomato bacterial wilt severity
decreased under screenhouse conditions with compost use. Composts were better to control
the tomato bacterial wilt than coffee pulp or sugar cane filter cake as organic amendments.

Key words: Bacterial wilt, organic amendment Pseudomonas solanacearum

Introduccion

La marchitez bacterial causada por Pseudomonas solanacerum es una de las mads
devastadoras enfermedades bacterianas de muchos cultivos agricolas, como es el caso del
tomate, papa, musdceas (Trigalet et al. 1994).

En el caso del tomate, la produccién de éste se ve afectada por P. solanacearum; las
pricticas de manejo orientadas al control quimico no han sido exitosas. Asimismo se ha
encontrado dificultad en la obtencién de cultivares resistentes (Grimault et al. 1994). Sin
embargo, una de las opciones que muestra alto potencial es el control biolégico con
organismos antagonistas (Kempe y Sequeira 1993).

Bajo esta perspectiva una de las opciones de control biol6gico lo constituye el uso de
abonos orgénicos, que favorecen el crecimiento y la biodiversidad de microorganismos
presentes en el ambito de la rizosfera.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar diferentes abonos orgénicos en funcién de la
disminucion de la marchitez bacterial en plantas de tomate.

Metodologia

El experimento se instalé en un invernadero de la Unidad de Fitoproteccion del CATIE.
Los materiales utilizados como enmiendas orgédnicas fueron : broza de café, cachaza,
bokashi, composts artesanales (ly 2) y una mezcla de los tres primeros. Estos se
combinaron con suelo desinfestado con dazomet (40g/m?) en una proporcién 4:1.

La combinacién mencionada determiné los tratamientos (Cuadro 1). El disefio

experimental fue un DCA con 10 tratamientos y cinco repeticiones. La unidad experimental
fue cada maceta y la unidad de muestreo la planta.
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Cuadrol . Descripcion de tratamientos

No. Descriptor Descripcion

| SE Suelo estéril (testigo)

2 SEBr Suelo estéril + broza de café

3 SECh Suelo estéril + cachaza

4 SEBk Suelo estéril + bokashi

5 SECI Suelo estéril + compost |

6 SEC2 Suelo estéril + compost 2

7 SEBrCh Suelo estéril + broza de café + cachaza
8 SEBrBk Suelo estéril + broza de café + bokashi
9 SEChBk Suelo estéril + cachaza + bokashi

|

o

SEBrChBk Suelo estéril + broza de café + cachaza + bokashi

Las plantas de prueba fueron de tomate var. Hayslip; estas se sembraron en macetas
plasticas (5 Kg de capacidad). El in6culo de P. solanacearum se obtuvo a partir de plantas
de tomate con sfntomas tipicos de marchitez bacterial en condiciones de campo. Las
colonias de P. solanacearum seleccionadas se purificaron y mantuvieron en viales con agar
nutritivo mds aceite mineral estéril. Antes de hacer la inoculacién , las cepas se
reprodujeron por 48h en cloruro de Tetrazolio (TZC) a 28 C. A los 45 dias después de la
siembra se realiz6 la inoculacidén de las plantas con la bacteria, esta se hizo con 25 ml de
una suspension 108 ufc/ml.

Para prop6sitos de este experimento se considera la medicién de las variables severidad (%)
y drea bajo la curva de progreso de enfermedad (ABCPE). La severidad se midi6 con la
escala propuesta por Kempe y Sequeira (1983) y el ABCPE se calculé mediante la
férmula propuesta por Shaner y Finney (1977). Ademas se analiza la relacién del contenido
foliar de nutrientes con la variable severidad.

Resultados y discusion

Efecto de enmiendas orgdnicas sobre la severidad de la marchitez bacterial. Las plantas
desarrolladas en SEBk, SEC1, SEC2 y SEBrBk presentaron el menor grado de severidad de
la marchitez bacterial. Los tratamientos que presentaron el sustrato cachaza sola y en
mezcla con broza no mostraron diferencias con el testigo y en ellos, el grado de severidad
de la enfermedad fue mayor (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Arca bajo la curva de progreso de la marchitez bacterial cn plantas de tomate en invernadero
inoculadas con P. solanacearum en respucsta al uso dc cnmiendas orgdnicas en el suclo. CATIE,

Turrialba. 1999.
Tratamiento ABCPE
Suelo estéril (SE) 948 a'
SE + broza (SEBr) 469 b
SE + cachaza (SECh) 898 a
SE + bokashi (SEBk) 26,8 be
SE + compost I(SECI) 42 ¢
SE + compost 2 (SEC2) 23,1 be
SE + broza + bokashi (SEBrBk) 228 be
SE + broza + cachaza (SEBrCh) 1108 a
SE + cachaza + bokashi (SEChBk) 429 b
SE+broza+cachaza+bokashi(SEBrCh 6.1 b
Bk)

'Medias con letras iguales no difieren significativamente cntre sf por la prucba de Bonferroni (p<0,05). SE:
testigo.

La marchitez bacterial producida por P. solanacearum fue reducida de forma considerable
cuando se aiiadi6 al suelo abono organico fermentado. Esta respuesta en el desarrollo de la
enfermedad, ademés de estar relacionada con los aportes de nutrimentos hechos por las
enmiendas orgénicas, puede estar influenciada por el componente biol6gico, ya que se
incorporan microorganismos al suelo cuando se aplica composts; u otra posible explicacion
es el balance existente entre el componente biol6gico y la nutricién del suelo ideal para el
desarrollo del cultivo.

Los contenidos de N, P, K, Ca y Mg foliar fueron mayores cuando se incorpor6 composts
tipo 1 y 2 al suelo (Cuadro 3). Huber y Watson (1974), demostraron que ademds del
contenido de N en las plantas también es importante la fuente del material nitrogenado que
se aplica, esto por que la marchitez bacterial es menos favorecida cuando se aplica N en
forma amoniacal que en forma nitrica. Para el caso del bokashi, donde los contenidos de N
fueron bajos tanto en el suelo como en el tejido de las plantas, podria indicar que el N
aportado por este compost haya sido predominantemente de formal amoniacal.
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Cuadro 3. Contenido de nutrimentos en el tejido foliar de plantas de tomate sometidas al indculo de
Pseudomonas solanacearum segin la enmiendas orginicas. CATIE, Turrialba. 1999.

Tratamiento
Ca Mg K P N Cu Mn Zn

% % % % % mghkg mgkg wmgkg
09 03 20 02 1,6 124 1275 286

Suelo estéril (SE) (Testigo)
21 07 14 02 19 16,5 138,6 38.8

SE +broza

2,1 05 28 02 1,8 145 100,2 40,1
SE +cachaza

21 04 29 03 14 103 97,8 37.0
SE + bokashi

28 10 24 05 20 124 127,5 58,1
SE +compost 1

26 08 27 04 20 124 69,3 50,6
SE +compost 2

16 04 16 02 20 103 78,0 28,6
SE +broza+bokashi

16 04 26 03 14 145 73,0 38.3
SE +broza+cachaza

21 04 29 03 1,3 103 53.2 32,6
SE +cachaza+bokashi
SE +broza+cachaza+bokashi 5 03 19 03 1,5 103 81,7 34,0

El P es un elemento esencial en muchas funciones del metabolismo de las plantas, pudiendo
afectar su crecimiento, a través de la participacion de este elemento en la sintesis de
proteinas. La alta concentracion de K favorece la turgencia de las células, proceso que
limita la penetracién de patégenos a los tejidos de las plantas. Las plantas crecidas en el
tratamiento con bokashi presentaron los niveles més altos de este elemento tanto en el suelo
como en los tejidos (Herndndez Garboza 1997).

Los tratamientos con abonos organicos fermentados presentaron altos contenidos de Ca y
Mg en el tejido de las plantas. El efecto del Ca sobre la severidad de 1a marchitez bacterial
ya es conocido. Tanto cultivares de tomate susceptibles como resistentes a la marchitez
bacterial han presentado mayor severidad a la enfermedad cuando crecen bajo condiciones
de deficiencia de Ca y Mg (Mercadal 1989, Michel et al. 1997).

Las enmiendas orgdnicas incorporadas al suelo, frecuentemente influyen sobre las
enfermedades por medio de las interacciones nutricionales, ya sea supliendo nutrimentos de
forma directa o aumentando su disponibilidad a través de cambios en la actividad
microbiana del suelo. También se conoce que los suelos con contenidos adecuados de
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nutrimentos presentan comunidades de microorganismos abundantes que participan en el
reciclaje de nutrientes que son esenciales para las plantas (INPOFOS 1997).

Conclusion

Los menores grados de severidad de marchitez bacterial se registraron en los tratamientos
que contenian abonos organicos fermentados.
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AISLAMIENTO DE Pseudomonas FLUORESCENTES ANTAGONISTA
POTENCIAL DE Rosellinia bunodes EN RAICES DE CAFE EN COLOMBIA

Jaime Cérdenas Lopez', Elkin Bustamante Rojas’, Gonzalo Galileo Rivas
P.2,Carlos Alberto Rivillas O.%, Claudia Marcela Pérez L.’

'Instituto Colombiano Agropecuario ICA, Sanidad Vegetal, Armenia,
Colombia, 2Unidad de Fitoprotecci6n, Area Agricultura Ecolégica, CATIE,
’CENICAFE, Manizales, Caldas, Colombia

Abstract

Three culture media, for the isolation of fluorescent Pseudonomas from roots of healthy
and Rosellinia bunodes infected coffee, were evaluated. The isolates obtained were
identified as P. cepacia and P. aeraginosa. The results obtained present a reliable
alternative for the isolation, identification and preservation of microorganisms such as
fluorescent Pseudomonas, which may be used, after verification of their antagonistic
potential, as biological control agents in integrated managment programs.

Key words: Coffees arabica, Rosellinia bunodes, fluorescent Pseudomonas, Isolates,
Iyophilization.

Introduccion

Rosellinia tiene un dmbito muy amplio de plantas hospedantes, ataca numerosas especies
cultivadas, incluyendo drboles utilizados para sombra en plantaciones de café. Algunos
hospederos de R. bunodes son: café (Coffea arabica), yuca (Manihot esculenta), cacao
(Theobroma cacao), citricos (Citrus sp.) y macadamia (Macadamia integrifolia). El ataque
es muy severo en arboles de sombra, especialmente del género Inga, frecuentemente
utilizado en zonas cafetaleras (Kannan 1986, Bermudez y Carranza 1990, Villegas 1996).

Considerando la importancia que tiene el cultivo del café para Colombia, América Central
y mis de 20 paises productores, en los cuales este cultivo tiene gran influencia social,
genera empleos y ocupa un lugar preponderante en la economia (Séaenz 1985, Graff 1986),
es necesario profundizar las investigaciones que permitan encontrar métodos eficientes de
control de R. bunodes mediante microorganismos antagonistas, entre ellos Pseudomonas
fluorescentes. El objetivo del estudio fue determinar una metodologia confiable para aislar,
identificar y conservar Pseudomonas fluorescentes con efecto antagénico potencial sobre R.
bunodes.

Metodologia

Localizacion del experimento. El trabajo se realizé en fincas de la zona central cafetera del
municipio de Palestina, Colombia y en los laboratorios del Centro Nacional de
Investigaciones del Café, CENICAFE, localizado en el municipio de Chinchind, Colombia,
a 5° latitud Norte, 75° 36’ longitud Oeste, 1420 msnm, con temperatura promedio anual de
20°C, 80% de humedad relativa y una precipitacién media anual de 2540 mm.
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Muestreo, aislamiento e identificacion de Pseudomonas fluorescentes. En las fincas La
Merced y Santa Inés del municipio de Palestina, Caldas, se recolectaron muestras de raices
de drboles de café variedad Colombia, de 3 y 4 aiios, sanos y muestras de raices de plantas
con sintomatologia inicial de R. bunodes.

Procesamiento de las muestras. Las raices fueron empacadas y rotuladas en bolsas
plasticas para su procesamiento en el laboratorio.

Las raices se sacudieron para retirar el exceso de suelo. Algunas raices gruesas y la
mayoria de las secundarias y terciarias se cortaron en fracciones de 8-10 cm. En un beaker
se colocaron 100 g de raices, las cuales se aforaron con agua destilada estéril hasta 500cc.
El beaker se agit6 durante 20 min. a 150 rpm, del contenido se tomaron 10 ml para iniciar
el proceso de diluciones hasta 10°. De cada dilucién se obtuvo 0,1 ml para ser sembrado
(técnica de superficie) en cajas de Petri que contenfan uno de los siguientes medios de
cultivo: cetrimid agar, agar F y agar sangre. Se usaron cinco cajas de Petri por dilucién, 5
cajas por medio de cultivo y 5 cajas por tipo de raiz. Estas se inclubaron a 37°C durante 24
h. Posteriormente, las colonias se seleccionaron utilizando como pardmetro principal su
capacidad de fluorescencia, condicién verificada con una ldmpara de luz ultravioleta (UV)
de 365 nm.

La fluorescencia se verificé para iniciar el proceso de identificacion utilizando el sistema
BBL Crystal E/NF, empleado para identificar bacilos gram negativos fermentadores y no
fermentadores. (Becton Dickinson Microbiology Systems 1994).

Resultados

De 162 cajas de Petri, en tres medios de cultivo, se obtuvieron 33 colonias con
fluorescencia (20,4%).

Con respecto a los tres medios de cultivo evaluados, con Cetrimid se obtuvo el 90,9% de
las colonias con fluorescencia (30 colonias); con agar-sangre (el 6,1% dos colonias) y en
Agar F se aisl6 una colonia.

De los dos tipos de raices utilizados (de arbustos enfermos y arbustos sanos) 15 colonias
con fluorescencia (45,4%) se aislaron de raices de drboles afectados por R. bunodes y 18
(54,6%) de arboles sanos.

Del total de colonias obtenidas (33), el 18,2%, ademds de fluorescentes, reaccionaron
oxidasa positiva e indole negativo, requisitos indispensables para continuar el proceso de
identificacién de microorganismos del género Pseudomonas.

Identificacion de los microorganismos aislados. En el proceso de identificacion de las
colonias recolectadas en las fincas La Merced y Santa Inés, seis reaccionaron oxidasa
positiva e indole negativo. Se determiné que Chromobacterium violaceum, P. cepacia y P.
aeruginosa estaban presentes (Cuadro 1).
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Conservacion de los aislamientos de Pseudomonas fluorescentes

Los resultados del control de calidad efectuado al proceso de liofilizacién indican que todos los aislamientos
fueron viables y la humedad de las muestras inferior a 5%.

Discusion

El proceso de aislamiento permitié6 obtener bacterias fluorescentes del género
Pseudomonas, a partir de raices de arbustos de café sanos y afectados por R. bunodes. De
manera similar, Valencia (1996) determiné la presencia de colonias fluorescentes en el
rizoplano de raicillas de plantas de café sanas y enfermas. Kloepper (1991) encontré
Pseudomonas fluorescens asociada a la rizosfera de diferentes cultivos. Cook (1991)
utiliz6 Pseudomonas fluorescentes aisladas de raices de trigo, para el control de
Gaeumannomyces graminis var. tritici.

Cuadro 1. Identificacion de seis bacterias, seleccionadas por su reaccion oxidasa positiva e
indole negativo, procedentes de aislamientos realizados en raices de café.
CENICAFE, Colombia. 1997.

Cadigo Movilidad Perfil Identificacién Confiabilidad
CENICAFE (%)**
PC9702 + 7413311153 Pseudomonas cepacia 100
PC9701 Débil 7413311113 P. cepacia 96
PC9703 - 7412311153 P. cepacia 100
ChVo0l - 7413311153 Chromobactenum 100
violacoum

PC9704 + 7413311153 P. cepacia 100
PA9701 - 79,6

3003111113 P. cepacia

** De la identificacion hasta especie dada por la base de datos del sistema BBL Crystal.

Las técnicas para la identificacioén de los organismos evaluadas en esta investigacion, tienen
un nivel de confiabilidad superior al 90%, tanto a nivel de género como de especie. Pérez
(1997), Blandén (1996) y Porras (1996) con “BBL Crystal” lograron identificar, con
niveles de confiabilidad superiores al 80%, especies de bacterias fluorescentes del género
Pseudomonas aisladas de hojas, almendras y pulpa de café. Esta técnica permite la
clasificacion de bacterias aerobias gram negativas e incluye pruebas para la fermentacion,
oxidacién, degradacién e hidrélisis de varios sustratos.
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El proceso de liofilizacién aseguré la conservacion adecuada de los aislamientos de
Pseudomonas spp. En todas las muestras, la viabilidad fue positiva y el porcentaje de
humedad inferior al 5%. Porras (1996) conservd satisfactoriamente aislamientos de
Pseudomonas fluorescentes, con potencial antagonista de Hemileia vastatrix mediante
liofilizacion. Esto demuestra las ventajas de su uso para conservar microorganismos
promisorios para programas de Manejo Integrado. Antheunisse (1973) y Supriadi et al.
(1989) lo mencionan como uno de los métodos mas usados para la preservacion de
microorganismos como Pseudomonas.

El contenido 6ptimo de materia organica varia de 11,4 a 12,6%, el fésforo entre 6 y 14
ppm, el potasio entre 0,29 y 0,41 me/100g y el calcio y magnesio entre 1,6 y 2,6 y 0,6 a 1,4
me/100g, respectivamente (Valencia 1995).

Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos de la zona cafetera evaluada en este
experimento proporcionan a Pseudomonas las condiciones adecuadas para el
establecimiento e interaccion con las raices de las plantas de café. Vargas (1996) destaca la
textura franco arenosa (FA) como condicién favorable para la presencia de Pseudomonas.
Ademds estos suelos tienen niveles 6ptimos de elementos como hierro y fésforo asi como
de materia orgdnica, tanto para la bacteria como para la planta, lo que garantiza su
interacciébn. Pseudomonas participa en la nitrificacion, es solubilizadora de fésforo y
proveen el Fe™™, que es la forma que la planta asimila el hierro, debido a la produccién de
quelatantes como los sider6foros (Chet 1990, Chao et al. 1986, Blandén 1996, Valencia
1996). Para facilitar la disponibilidad de hierro, es necesario que el pH del suelo
permanezca entre los limites de 4,6 y 5,6.

Conclusiones

En el suelo de la zona central cafetera de Colombia existe gran cantidad de
microorganismos que interactian de manera diversa con raices de café sanas y afectadas
por R. bunodes, entre los que estan Pseudomonas spp. fluorescentes. La metodologia sin
lavado de raices con hipoclorito de sodio y el medio de cultivo cetrimid agar, permitieron
obtener aislamientos, varios de los cuales fueron identificados como Pseudomonas spp. La
técnica de liofilizacién de los aislamientos de Pseudomonas fluorescentes es un método
adecuado para su conservacion.
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HONGOS ENDOMICORRIZICOS: UNA OPCION PARA EL MANEJO DE
Meloidogyne exigua EN CAFE.

Gonzalo Galileo Rivas-Platero'

Unidad de Fitoproteccién. Area de Agricultura Tropical Sostcnible

Abstract

The interaction between two vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi Entrophospora
colombiana and Gigaspora margarita and the root-knot nematode, Meloidogyne exigua
and their effects on the growth of coffee plants was studied. Both mycorhizal fungi
decrease the multiplication rate of M. exigua and the gall index. Plant’s foliar area and dry
weight were greater with Gigaspora.

Key words: Entrohpospora colombiana, Gigaspora margarita, Meloidogyne exigua,
coffee.

Introducciéon

Los nematodos fitoparasitos y los hongos micorrizicos coexisten en la rizosfera de muchas
plantas. En el cultivo del café Meloidogyne exigua es importante por el dafio que ocasionan
al sistema radicular (Luc et al.1990). Los hongos vesiculo arbusculares (VA) coadyuvan al
crecimiento y mejoran la nutricion de sus hospedantes. Asi mismo, pueden ejercer un
efecto antagénico con otros microorganismos de la rizosfera (Hussey y Roncadori 1982); su
uso puede ser una opcién ecolégicamente sostenible y alternativa al uso de nematicidas
sintéticos.

Este trabajo plante6 evaluar la interaccion de Entrophospora colombiana y Gigaspora
margarita sobre Meloidogyne exigua en plantas de café y determinar el efecto de la
aplicacién de hongos micorrizicos en el crecimiento y desarrollo de plantulas de café.

Metodologia

El experimento se realizé en una casa de mallas del Area de Agricultura Tropical del
CATIE(CR). Se utilizaron plantas de café (Coffea arabica) var. Costa Rica 95. Los VA
utilizados fueron Entrophospora colombiana (ECLB) y Gigaspora margarita (GMRG). El
nematodo fue M. exigua (ME). El suelo utilizado present6 un pH de 4.7 y P=8.8 mg/l; fue
esterilizado con calor a 120 °C y 15 psi x1h. El in6culo mixto de cada hongo VA, al
trasplante, fue 4 g/maceta,. A los 30 dias después de trasplantar (ddt) se inocul6 ME (3000
juveniles J2/maceta).

El disefio experimental fue un completamente al.azar con r= 5. Los tratamientos fueron:

Testigo, ME, ME+ECLB, ME+GRMG, ECLB y GRMG. A los 100 ddt, se evalu6: el
indice de agallamiento, el factor reproductivo de ME (Poblacién final/inicial; Pf/Pi); la
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colonizacion VA (%), el No. de esporas de los hongos VA.; el peso seco de las plantas y el
contenido de Fosforo en hojas (%). El drea foliar se evalué a los 30, 60 y 100 ddt. M.
exigua fue recuperado del suelo por el método descrito por Niblack y Hussey (1985). Las
esporas de los hongos VA se extrajeron y cuantificaron usando la técnica del tamizado
(Brundrett et al.1994). El porcentaje de infeccion en raices se estimé a través del método y
tincion con azul de tripano al 0.05% (Koske y Gemma 1989).

Resultados y discusion

La tasa de multiplicacidn de M. exigua se redujo en un 88% en presencia de GRMG y en
56% con la influencia de ECLB. La razén Pf/Pi fue estadisticamente diferente (p<0.05)
(Rivas-Platero et al. 1998). G. margarita ejercid6 un efecto positivo al afectar
marcadamente la multiplicacion de M. exigua; resultados similares fueron observados por
Rivas Platero er al. (1998) y Siddiqui y Mahmood (1998) cuando evaluaron Glomus y G.
mosseae contra M. arabicida v M. javanica en tomate.

Los hongos VA redujeron en un 20% el indice de agallamiento en las raices de café
(Cuadro 1). El drea foliar y el peso seco fueron mds altos con GRMG (p<0.05). La
produccién de esporas de ambos VA no se atect6 por la influencia de ME; la colonizacién
de los VA mostré diferencias (p <0.05) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Indice de agallamiento en raices de café y factor reproductivo de M. exigua, con
y sin hongos VA. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Tratamientos Agallamiento (indice)  Pt/Pi

ME 4,34 a" 59,84 a
ME+ECLB 3,53b 26,38 b
ME+GRMG 347b 6,92 ¢

*Medias con la misma letra en una misma columna, no dificren entre si con =5% segun la Prueba Duncan.

Cuadro 2.Area foliar, peso seco de plantas, colonizacion y nimero de esporas por
tratamiento. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Tratamientos Area Peso seco Col. NESP
Foliar (cm?) (g2) (%) *

(a los 100 ddt)

39,90c* 042c - -
T
ME 31,96 e 0,37d - -
ME+ECLB 29,73 f 042c 93,67a 215,30a
ME+GRMG 46.,89b 0,57 a 91,00b 188,33 b
ECLB 36,03 d 0,40 c 91,67ab 64,26 d
GRMG 49,58 a 0,53b 93,67a 108,66 c

*Nimero de esporas por 100 g de suclo
*Medias con la misma letra en una misma columna, no difieren entre si con ®=5% segiin la Prueba Duncan.
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La informacién obtenida revela que los hongos micorrizicos muestran un potencial muy
alto como opcién al manejo integrado de nematodos y actuan como promotores del
crecimiento de las plantas. Sin embargo, es importante recordar que el efecto del simbionte
puede variar por efectos del ambiente, el patégeno y el hospedante (Linderman 1992).

Conclusion

Los hongos VA evaluados, mostraron un efecto positivo en la interacciéon nematodo-planta-
hongo VA, ya que afectaron drasticamente el factor reproductivo de M. exigua y
promovieron el crecimiento de las plantas de café.

Literatura citada

BRUNDETT, M.; MELVILLE, L.; PETERSON, L. (eds.)1994. Practical methods in
mycorrhiza research. Mycologue Publications.161p.

HUSSEY, R.S.; RONCADORI, R.W. 1982. Vesicular-arbuscular mycorrhizae may limit
nematode activity and improve plant growth. Plant Disease 66(1): 9-14.

KOSKE, R.E.; GEMMA, J.N. 1989. A modified procedure for staining roots to detect VA
mycorrhizas. Mycol Res. 92(4): 486-505.

LUC, M.; SIKORA, R.A.; BRIDGE, J. 1990. Plant parasitic nematodes in subtropical and
tropical agriculture. CAB International. UK 629p.

LINDERMAN, R.G. 1992. Vesicular-arbuscular mycorrhizae and soil microbial
interactions. In Mycorrhizae in Suistainable Agriculture. American Society of
Agronomy. ASA Special Publication No. 54. p:45-70.

NIBLACK, T.L.; HUSSEY, R.S. 1985. Extraccién de nematodos del suelo y tejidos
vegetales. In B.H. Zuckerman, W.F. Mai y M.B. Harrison (eds). CATIE. Turrialba,
costa Rica. p: 235/246.

RIVAS PLATERO, G.G.; ROJAS MIRANDA, T.; CUERVO ANDRADE, J. 1998.
Interaccién del hongo vesiculo arbuscular Glomus spp. con Meloidogyne arabicida
en tomate. Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica) 47:41-43.

SIDDIQUI, Z.A.; MAHMOQOD, 1. 1998. Effect of a plant growth promoting bacterium, an

AM fungus and soil types on the morphometrics and reproduction of Meloidogyne
Javanica on tomato. Applied Soil ecology 8(1-3):77-84.

134



HISTOLOGIA DE RAICES DE CAFE Y MUSACEAS, COLONIZADAS POR
HONGOS MICORRIZICOS Y NEMATODOS.

Gonzalo Galileo Rivas-Platero' y Nelly Vasquez Morera'
Area de Agricultura Ecolé6gica

Abstract

The mycorrhizal and nematode characteristics root colonising pattern are described. The
mycorrhizal fungi showed branching pattern and several vesicles between root cortex cells
and provoked modifications in cellular morphology. The nematodes provoked invagination
of the cytoplasm cell and giants cells when the damage was associated to Melodogyne .

Key words: myorrhizal fungi, root cortex cel, nematode.

Introduccion

El término micorriza involucra una serie de interacciones entre las raices de una planta y el
micelio de un hongo. La asociacién es usualmente considerada una simbiosis mutualista,
porque la planta hospedante recibe nutrientes minerales a través del micelio fingico
(micotrofia) y el hongo obtiene compuestos carbonados a través del proceso fotosintético
(Aszcén-Aguilar y Barea 1997). En el caso de las endomicorrizas, el hongo penetra las
células corticales a través de un haustorio. Posteriormente forma un arbisculo entre el
citoplasma del hospedante y la pared celular del hongo, eventualmente pueden formar
vesiculas y colonizar intracelularmente el cortex radical (Linderman 1992).

En el ambito de la rizosfera el establecimiento de la micorriza facilita la concomitancia de
varios organismos en determinado hospedante, p.e. los nematodos. Ambos organismos
interactian en términos del crecimiento y produccién de la planta; mientras la micorriza
estimula estos factores, los nematodos los deprimen (Hussey y Roncadori 1982). Uno de
los mecanismos por los que los hongos micorrizicos aumentan la tolerancia a nematodos
fitopatgenos es la estimulacién del crecimiento de la raiz e incremento en la capacidad de
absorcion de agua y nutrientes (Hayman 1983), compensando de esta forma el parasitismo
del nematodo.

Intracelularmente, nematodos y hongos micorrizicos modifican las células hospedantes ya
sea destruyéndolas como en el caso de los primeros; o modificdndolas y compitiendo por
sitios de infeccién que impiden la colonizacién parasitica de los nematodos, que es el
mecanismo que ejercen los simbiontes micorrizicos (Dehne 1982).

Este trabajo describe la histologfa de raices de café y musiceas colonizadas por hongos
endomicorrizicos y nematodos.
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Metodologia

El estudio se realizé en el Lab. de Histologia (CATIE, Costa Rica). Se consideré una
muestra de raices de café (40 g) y musidceas (60g) micorrizadas e infectadas con
Meloidogyne exigua (café) y Radopholus similis (musiceas). Los hongos micorrizicos
estudiados fueron: en café: Gigaspora margarita y en musiceas: Glomus spp., y G.
margarita.

Para la observacién de la colonizacién endomicorrizica, las raices se tifieron con azil de
tripano al 0,05% (Koske y Gemma 1989). Las observaciones histolégicas se realizaron
fijando el material en FAA , luego se deshidrat en una serie ascendente de alcohol (50-70-
80-90-95-100; 1h en cada alcohol). Posteriormente se realizaron montajes en historresina a
4C durante 12 h y luego se realizaron cortes de de 3um de grosor en el micrétomo de
resina. Los cortes se ubicaron en laminas portaobjetos y se tifieron con la tincién Shift-
Naphtol/Blue Black; después se observaron al microscopio.

Resultados y discusion

Los patrones de colonizacién de los hongos endomicorrizicos evaluados, en ambos
hospedantes, se caracterizaron en el caso de Glomus spp. por presentar hifas ramificadas a
lo largo del cortex radical y vesiculas ovales formadas entre las células de dicho cortex.
Gigaspora presenté hifas delgadas con muchas ramificaciones, se observaron ademds
tipicas células auxiliares (Sylvia 1994). Con ambos hongos se observaron agrandamientos
del niicleo en la células hospedantes. Esto coincide con lo sefialado por Berta et al. (1990) y
obedece a la expansi6n de la cromatina, aunque el nicleo conserva su ploidia.

En el caso de los nematodos, la histologia correspondiente determiné en las células
colonizadas por Meloidogyne la existencia de hiperplasias (células gigantes) inducidas por
el parésito; ademds se observé la presencia de células multinucleadas (Moroz y Hussey
1996). Mientras que con R. similis se observo la ruptura y destruccion de la pared celular
en las células radicales, células multinucleadas y presencia de precipitados oscuros y
granulaciones en el citoplasma ( Blake 1969).

El trabajo demuestra que el uso de hongos micorrizicos puede ser una estrategia para el
manejo de nematodos fitoparésitos. La inoculacién temprana de las plantas, anticipa la
competencia por sitios de infeccién del parésito, volviéndose de esta manera disminuida o
anulada por la presencia del hongo; ademds de esto se presume que la reproduccién del
nematodo puede ser retardada (Dehne 1982) y el dafio reducido (Rivas-Platero y Cuervo
1998).

Conclusiones

El estudio histolégico de la interaccion micorriza-nematodos es importante para la
comprension de la simbiosis micorriza como opcién biolégica para el manejo de los
procesos patogénicos involucrados en el parasitismo de los nematodos fitoparasitos en sus
hospedantes.
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ENDOMICORRIZAS Y COMPOST: ALTERNATIVAS PARA EL
MANEJO ECOLOGICO DE Radopholus similis EN BANANO.

Larry Lugo Urribarri', Gonzalo Galileo Rivas Platero’,

Elkin Bustamante®, Tomés Rojas Miranda*, Nelly Vaizquez5
1-2.3¥5 Area de Agricultura Ecoldgica, CATIE,* Ministerio de Agricultura,
Direccién de Investigaciones. Costa Rica.

Abstract

This study was carried with the purpose of evaluating thre endomycorrizal fungi and one
organic amendment and their effects on the growth of banana plants form in vitro culture as
well as their biocontrol properties on Radopholus similis. The endomycorrhizal fungi were
Glomus occultum, Entrophospora colombiana and Gigaspora margarita. The compost
utilized as an organic amendment increased the water content and significantly improved
plant growth. The symbiosis encourage tolerance to R. similis trough the compensation
for damage caused by nematode, increase olant nutrition absorrption and competition
endomycorrhizal fungi-nematodo for space and nutrient at the radical cortex level. The
endomycorrhizae provoked significant modification in cellular morphology. The arbuscles
developed densely with within corticall cells. R. similis provoked the invagination of the
cytoplasm and nuclear growth.

Keys words: banana, endomycorrhizal fungi, Entrophospora, Gigaspora, Glomus,
Radopholus similis

Introduccion

Entre los pat6genos mds importantes del banano se encuentra el nemitodo barrenador,
Radopholus similis (Cobb) Thorne (Marin er al. 1998). Debido a este problema la
produccién de fruta para exportacién s6lo es posible mediante el uso de nematicidas
quimicos. En la actualidad se aplican con més frecuencia productos organofosforados y
carbamatos. En 1977 el DBCP fue descontinuado por razones toxicolégicas en Estados
Unidos (Gowen y Quénéhervé 1990). Existen opciones al uso de agroquimicos que pueden
elevar la sostenibilidad de los agrosistemas, basadas en un enfoque ecolégico. En este
sentido las endomicorrizas, asociacién simbiética mutualista entre hongos del suelo (HVA)
y las plantas superiores, han mostrado su efectividad para incrementar los mecanismos de
torelancia-resistencia tanto a nemdatodos fitopardsitos como a otros patégenos del suelo
(Azcén-Aguilar y Barea 1996). Asi mismo, el compost se ha empleado en la supresién de
enfermedades (Hoitink et al. 1997).

Esta investigacién se condujo para evaluar el efecto de tres hongos endomicorrizicos y sus
interacciones con una enmienda orgénica sobre el manejo de R. similis en banano.
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Metodologia

El experimento se desarrolld en una casa de mallas del Area de Agricultura Tropical
Sostenible del CATIE, Costa Rica. Se emplearon plantulas provenientes de cultivo in vitro
las cuales se endurecieron por espacio de 30 dias. Finalizado este periodo se transplantaron
en maceras de 3 kg conteniendo un sustrato estéril y se colocé 4 g de in6culo mixto de
Glomus occultum (LOCT), Entrophospora colombiana (ECLB) y Gigaspora margarita
(GRMGQG). Transcurridos 60 dias después del transplante (ddt), se inocularon 1000 R. similis
entre formas juveniles y adultas. Los tratamientos de establecieron de la manera siguiente:
Rs=plantas no simbidticas inoculadas con R. similis y suplementadas con P,
Rs+MO=plantas no simbi6ticas inoculadas con R. similis a las cuales se les adicion6 688 g
de compost como fuente de materia organica (MO) al momento del transplante y
suplementadas con P; LOCT+Rs, ECLB+Rs y GRMG+Rs, plantas micorrizadas con los
hongos respectivos e infectadas con R. similis; finalmente estos mismos tratamientos
conteniendo compost, es decir LOCT+Rs+MO, ECLB+Rs+MO y GRMG+Rs+MO. Se
incluy6é un noveno tratamiento (Counter CEsy+Rs) generado por plantas infectadas por el
pardsito, suplementadas con P y a las cuales se les aplicé la concentracién efectiva media
(CEsp=10 ppm, Rivera y Vilchez 1995 ) del nematicida Counter (Terbufos) a los 100 ddt.
Se eligié un diseiio completamente al azar, con un arreglo pseudofactorial, replicado seis
veces. La unidad experimental fue una vitroplanta de banano y a los 120 ddt se determiné
el nimero de esporas/100 g de suelo seco (NESP) aplicando el método del tamizado
(Brundrett et al. 1996), la colonizacién micorrizica (Col %) mediante tincion de las raices
con azul de tripano 0.05% en 4cido lictico (Koske y Gemma 1989), el nimero de R.
similis/100 g de raiz (Rsjg0) y su tasa de multiplicacién (Pf/Pi), el dafio en las raices
primarias (DRP) segiin el método propuesto por Speijer y Gold (1996), y la biomasa
expresada en términos de peso seco total (PST). Rs;p0 y NESP se transformaron con
log(valor original+1) y Pf/Pi, DRP, DRS y Col (%) con V(valor original+0,5). Se
determiné, ademds, el contenido de nutrientes en la parte aérea y se llevé a cabo un estudio
histolégico.

Resultados y discusion

Las endomicorrizas redujeron en forma significativa el DRP causado por R. similis,
actuando con o sin compost, coincidiendo con las investigaciones de Umesh et al. (1988) y
Jaizme-Vega y Pinochet (1998). Dicho efecto super6 al del Counter (Cuadro 1), con
excepcion de GRMG+Rs que fue similar a Rs. El compost por sf solo (Rs+MO) disminuy6
el DRP a 36,5%, equivalente al nivel del Counter (Cuadro ). Los mejores resultados se
obtuvieron combinando la MO con los HVA, particularmente en el caso de LOCT+Rs+MO
cuyo DRP apenas alcanzé 13.17%. La tasa de multiplicaciéon (Pf/pi) y la poblacién de
nematodos (Rs;gp) se incrementaron en las plantas simbiéticas, suplementadas o no con la
enmienda orgdnica. La materia orgdnica incrementé la biomasa en plantas simbiéticas y no
simbiéticas. El PST fue inferior en las plantas micorrizadas lo que podria atribuirse al costo
biolégico de la simbiosis y a la falta de suplementacién con P en estos tratamientos
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Rs)g, Pf/Pi, DRP y PST por tratamiento. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Tratamiento Rsi0 g Pf/Pi DRP PST
%

Rs 33625 abc* 18,28 ab 53.0(() a) 17,71 cdef
Rs+MO 33625 abc 23,29 ab 36,50 abc 23,36 a
LOCT+Rs 34458 abc 16,21 ab 23,83 cd 16,75 cf -
ECLB+Rs 42833 ab 21,03 ab 27,00 bed 17,29 def
GRMG-+Rs 64583 a 27,21 ab 52,17 a 15,72
LOCT+Rs+ MO 39625 ab 22,03 ab 13,17d 20,89 abcd
ECLB+Rs+ MO 67681 a 3749 a 21,00 cd 20,93 abed
GRMG+Rs MO 59375 a 29,51 ab 2292 cd 21,62 ab
Counter CEsp+Rs 18695 bc 9,27 be 39,33 abc 17,55 cdef

* En una columna, medias con la misma letra no presentan diferencias significativas segin la prueba
de Tukey (p<0.05).

La efectividad de los HVA para reducir el DRP no estuvo relacionada con la Col (%)
puesto que en esta variable no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 2). Mds
aun, el compost redujo el NESP, particularmente lo inhibi6 en ECLB, pero en todo caso la
colonizacién también tuvo lugar. Esto demuestra que las raices fueron micorrizadas por
esporas de HVA acarreadas por la enmienda orgénica. Asi se pone de manifiesto la
importancia de esta tltima no s6lo por su aporte nutricional, sino también como fuente de
microorganismos benéficos, entre ellos hongos endomicorrizicos nativos.

Cuadro 2. NESP y Col (%) por tratamiento. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Tratamiento NESP Col (%)

Rs - -

Rs+MO 556,83 abc* 65.67 a
LOCT+Rs 1437,67 a 49,76 a
ECLB+Rs 272,33 bed 62,33 a
GRMG+Rs 88,50 cd 71,33 a
LOCT+Rs+ MO 107,33 bed 63,67 a
ECLB+Rs+ MO 0,00 e 63.33a
GRMG+Rs MO 90.50d 69.67 a
Counter CE+Rs - -

*En una columna, medias con la misma letra no presentan diferencias significativas segin la prueba de
Tukey (p<0.05).

En cuanto al contenido de nutrientes en la parte aérea, los HVA inoculados aumentaron el
contenido de Ca y Mg y produjeron una concentracién de P en el follaje similar al de las
plantas suplementadas con este elemento. El compost elevé de forma significativa la
concentracién de N, P, K, Ca y Mg. El estudio histoldgico revel6 una densa colonizacion
del cértex radical. Se identificaron arbusculos, vesiculas, esporas y micelio, asi como
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células auxiliares en el exterior de la rafz. Los arbiisculos provocaron los cambios
morfolégicos mds notorios.

Conclusién

Las endomicorrizas, el compost y su interaccién redujeron el dafio provocado por R. similis
en las rafces de vitroplantas de banano durante su desarrollo bajo condiciones controladas.
Este efecto fue comparable, y en algunos casos mejor, que el producido por la dosis de
Counter aplicada. La incorporacién de las endomicorrizas y las enmiendas orgénicas en los
agrosistemas de produccién podrfa reducir el uso de agroqufmicos, y con ello sus efectos
detrimentales sobre el medio ambiente y su biota.
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UN METODO DE MUESTREO DE MALEZAS
PARA PRODUCTORES DE MAIZ Y FRIJOL EN CENTROAMERICA

Méndez, E.; Staver, C.; Morales, S.
Unidad Fitoproteccién, Area Agricultura Ecolégica

Abstract

A simple weed scouting method was designed for group participatory IPM training. In 50
circular quadrats (diameter 35 cm) along a zigzag route, farmers observe total weed cover
and presence and phenology of weed species and types. To validate the method, weed
biomass, density and cover were measured in 100 quadrats in 4 fields before first weeding.
The fields had 17 to 31 species with 3.5 to 4.7 species/quadrat. Weed cover varied from 23
to 34% with 134 to 214 individuals and 171 to 213 g biomass/m®. No quadrats were weed-
free. The CV for weed cover as estimated from 5 randomly constructed sets with 25, 50,
and 75 quadrats for each field declined from 11 to 8 to 4%. The correlation of weed cover
with weed biomass and with density ranged by field from 0.62-0.77 and from 0.59-(* 78.

Introduccion

Los productores de granos bdsicos en Nicaragua y en Centroamérica enfrentan complejos
de malezas muy diferentes de regién a region y de campo a campo. Inclusive en el mismo
campo un ciclo puede ser bueno para malezas, mientras en el siguiente, la presion de
malezas no esta tan fuerte. Igualmente variables son los precios, la disponibilidad de
crédito, de insumos y el mercado para granos. Todos estos factores dificultan un manejo
eficiente de malezas, sumado a que en las ultimas décadas los productores han enfrentado
malezas tolerantes a herbicidas, la introduccién y propagacién de malezas nuevas como
Rottboellia y en general complejos de malezas cada vez mas probleméticas debido a la
intensificacién del uso de la tierra. Los productores tratan de invertir el minimo necesario
en el control de malezas, empleando umbrales visuales e intuicién que dependen de su
experiencia y sus expectativas. Es comin observar plantios con una alta carga de malezas
cuando el cultivo tiene varias hojas primarias y todavia cuando estd cerrando calle, etapas
limites del perfodo critico (Zimdahl 1980:46-49).

En la busqueda de métodos més efectivos para elevar rendimientos y reducir costos en
granos basicos, diversas instituciones en Nicaragua (CATIE 1998) y en otros continentes
(Kenmore 1991) estdn empleando la capacitacin participativa grupal por etapa del cultivo.
Grupos de productores priorizan sus problemas y planifican sus pricticas antes de sembrar
el cultivo y en 4-5 momentos durante el ciclo observan el cultivo, las plagas y los factores
de control natural y analizan las causas de diferentes niveles de plagas y posibles pricticas
de'manejo. Una herramienta clave en este enfoque es la cuantificacién de los niveles de las
plagas. El método empleado en maiz consiste de S sitios de 1 metro lineal ubicados en
diferentes puntos en el plantio, en los cuales los productores o productoras cuentan las
plantas y su estado fitosanitario. Para ciertas plagas se cuenta su presencia en 20 plantas
en los mismos 5 sitios. Aunque el recuento es integral, no plantea la observacion del estado
de las malezas.

142

— e




Comunmente los métodos de muestreo en malezas se han disefiado para la aplicacion post-
emergente de herbicidas (Johnson et al. 1996). En la capacitacién grupal se requiere una
herramienta sencilla que permita a un productor cuantificar diferentes aspectos de las
malezas en su plantio en diferentes momentos. Con sus observaciones, un grupo de
productores puede analizar si sus pricticas se estdn realizando en el momento oportuno y
dirigidas a las malezas mas problemdticas. Entre los aspectos a observar se incluyen el
nivel total de malezas, el nivel de las principales malezas y la produccion de semilla. En
vez de pocos puntos de muestreo de gran tamaiio, en malezas es preferible un mayor
nimero de puntos de observacion de menor tamaiio (Lemieux, Cloutier & Leroux, 1992).

En el método planteado por los autores el productor inicia el muestreo de malezas
caminando de la primera a la segunda de las cinco estaciones integrales. Despues de dos
pasos observa las malezas en un circulo de 30-35 cm en didmetro frente a su pie. De
manera visual estima la cobertura total segin las cuatro categorias indicadas en la Figura I.
También entre las dos columnas anota la presencia de las especies de mayor daiio al cultivo
y otros tipos de malezas dependiendo de su estado de floracion. Entre una estacion y otra el
productor debe observar 10 puntos para un total de 50 puntos en el plantio. Al final del
recorrido cuenta las rayitas en cada casilla y multiplica cada nimero por dos para calcular
la frecuencia.

Figura |: Formato para el muestreo de malezas en 50 aros con un diametro de 30-35 cm. El
formato estd llenado para ilustrar la colocacién de rayitas de cada circulo de observacion.
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Aunque en pruebas preliminares con productores y técnicos el método resulté ser de ficil
aplicacién, planteamos realizar una validacién biolégica y estadistica mds rigurosa con los
siguientes objetivos: 1.) determinar si una muestra de 50 circulos es adecuada; 2.) analizar
la relacién entre la cobertura de malezas, su biomasa y densidad; y 3.) examinar la
frecuencia como indicador de composicién botanica.

Metodologia

Cuatro campos con maiz o frijol localizados en diferentes zonas agroecoldgicas del pais, fueron
muestreados en octubre 1997 dos semanas despties de la siembra y antes del primer deshierbe o
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cualquier uso de herbicida. En 100 circulos ubicados aleatoriamente de 35 cm de didmetro en
cada campo, medimos biomasa y densidad de malezas por especie y estimamos la cobertura
total de malezas. Los campos fueron ubicados en Masatepe (450 msnm, 935 mm precipitacion
promedio agosto-noviembre), Telica (110 msnm, 975 mm), Esteli (870 msnm, 530 mm) y Santa
Rosa de Condega (610 msnm, 485 mm). ,

El andlisis de los datos consisti6 de varios pasos. Primero, calculamos las medias y
desviaciones estdndares de la muestra total de 100 puntos para cada campo. Para analizar el
tamaiio de muestra, tomamos cinco sub-muestras de los 100 circulos con 25, 50 y 75 circulos
para cada campo. Comparamos el coeficiente de varianza de las cinco submuestras para cada
tamafio de muestra en cada campo. Con una submuestra de 50 circulos de cada campo
correlacionamos la cobertura de malezas en cada circulo con su densidad y biomasa.
Finalmente seleccionamos las malezas presentes en mas de 20 circulos en cada campo y
graficamos su frecuencia contra su densidad y biomasa promedio para el campo.

Resultados y discusion

Los cuatro campos muestreados resultaron ser similares en su diversidad, densidad, cobertura y
biomasa de malezas (Cuadro 1). A pesar de las diferencias en altura y precipitacién de cada
zona, todos los campos se caracterizan por factores comunes que influyen en la cantidad y
composicién botdnica de las malezas. Estos factores incluian un clima con 5-7 meses de
verano, una preparacién del suelo 1-2 veces al afo durante los udltimos 5-10 afos, siembra de
granos principalmente y el uso infrecuente o nulo de herbicidas. Ningin aro-circulo de los 400
muestreados tuvo cero malezas, contrario a resultados obtenidos en campos mecanizados con
uso frecuente de herbicidas en zonas agricolas en climas templados (Johnson et al. 1995).

Cuadro 1: Caracteristicas de diversidad, cobertura, biomasa y densidad de malezas en 4 plantios
de granos bdsicos 2 semanas despies de sembrados en el Pacifico y Norte de Nicaragua

Especies totales | especies/circulo % biomasa/circulo densidad/ci
cobertura rculo
Masa |31 4.7 34 19.7 18.2
(1.6) (22) (15) (9)
Telica |26 3.5 23 15.9 125
(1.7) (18) (15) (8.7)
Esteli |17 3.7 28 19.8 19.9
(1.1) (24) (15) (8.3)
SaRo |22 3.8 27 17.6 18.4
(1.5) (19) (16) 14.4)

El coeficiente de varianza calculado con cada grupo de cinco sub-muestras para cobertura
de malezas con 25, 50 y 75 circulos declin6 de 11 a 8 y a 4 % en promedio con poca
variacion en las medias (Cuadro 2). Consideramos que una muestra de 50 circulos es
adecuada, aunque la estimacion se mejoraria con mds circulos. En los cuatro campos la
muestra de 50 circulos tuvo un coeficiente de varianza igual o menor a 10%.

Referente a la medicion de frecuencia para estimar las proporciones de cada especie o tipo de

maleza la Figura 2 demuestra que la relacién es muy estrecha entre la frecuencia de las especies
con mds de 20 % y su biomasa o densidad. Cuando la frecuencia es alta, también son altas la
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biomasa y densidad, cuando la frecuencia es baja, igualmente la biomasa o densidad son bajas.
La medicion de frecuencia parece ser de utilidad para permitir a productores hacer seguimiento
de la composicién botédnica de malezas y su influencia en sus plantios de granos bésicos.
También es un dato que se presta para comparaciones cuando los productores se juntan para
analizar el estado de sus campos. Las especies més frecuentes fueron Cyperus rotundus,
Bidens pilosa, Digitaria sanguinalis y Baltimora recta.

Cuadro 2: Promedios de porcentaje de cobertura y desviaciones estdndares calculados de 5
submuestras de 25, 50 y 75 circulos tomadas de 100 circulos en cada campo.

25 circulos 50 circulos 75 circulos

promedio s.d. promedio |s.d. promedio s.d.
Masatepe |34.3 8 33.2 6 34.7 1.6
Telica 23.7 12 228 8.8 22.4 5
Esteli 31.4 12.9 27.2 9.2 28.5 6.9
Santa Rosa |27.2 11 26.3 10 27.5 4

Figura 2: Relacién entre la frecuencia de las malezas presentes en mas de 20% de los
cuadrantes y su biomasa o densidad para los 4 plantios muestreados.

100 L 3 \ & 100 + ‘
80 ® | 80
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frecuencia 40 40 1
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Conclusiones

En términos estadisticos el muestreo de malezas en plantios antes del primer desyerbe
basado en 50 circulos ofrece una informacion representativa. Aun falta probar el mismo
método en plantios en el cierre de calle despies del primer desyerbe cuando las malezas
estan mas grandes y en los mismos campos durante varios aifios. También esperamos
emplear el método con grupos de productores experimentadores para documentar la
relacién entre el uso de métodos de muestreo, el dialogo entre productores y productoras y
los cambios en la eficiencia de manejo de malezas.
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EVALUACION DEL EFECTO DE PATOGENOS NATIVOS Y FACTORES DE ESTRES
EN EL CONTROL DE
Rottboellia cochinchinensis

Cristhian Zdiiiga', Vera Sanchez Garita', Elkin Bustamante', Unidad de
Fitoproteccion, 3Area Agricultura Ecoldgica

Abstract

The biological control strategy against Rottboellia cochinchinensis using native pathogens
is discussed and the results obtained to date from investigations realised in. During the first
phase of these investigations, the identification of native pathogens with potential as
biological agents was achieved and in the second stage, studies with stress factors to
increase the severity of the pathogens were realised. Strains 69 and 127 (Fusarium sp)
together with sub-dosis of the herbicide haloxifop, demonstrated potential as control agents
of R. Cochinchinensis.

Introduccién

Rottboellia cochinchinensis se considera una maleza importante en muchos paises, debido a
su gran capacidad de competencia con cultivos como maiz arroz frijol y cafia de azicar
(Calvo et al 1996). En Costa Rica Rojas et al. (1993) informaron reducciones en maiz, entre
46 y 54% del total de la produccién. Por su parte, Thomas 1977, Tollervey et al. 1980,
Fageiry 1987, establecieron que en algunos casos en donde no se aplicé ningin tipo de
manejo, las pérdidas en arroz y maiz alcanzaron entre un 80% y un 100%.

El método mis utilizado para el manejo de la maleza es la combinacion corte o chapea y el
control quimico, con todas las posibles implicaciones que este Gltimo puede causar sobre el
medio ambiente. El uso de patdgenos para el control de malezas se ha estudiado en
diferentes partes del mundo (Templeton, 1982) cuyo efecto se puede mejorar si se combina
con otros ticticas de manejo. Particularmente para mejorar el efecto de patégenos nativos
se recomienda su combinacién con factores de estrés que favorezcan el desarrollo de las
enfermedades. El objetivo de este trabajo fue la bisqueda de patégenos nativos de
Rottboellia, en diferentes zonas del pais, con potencial como agentes de control biolégico,
asi como la evaluacidon de sub-dosis de herbicidas que favorezcan el ataque de los
patogenos.

Metodologia

Seleccion de patégenos. Se aislaron patégenos de plantas enfermas de las diferentes zonas
del pais Zona Atlantica (Turrialba, Siquirres, Limén), Pacifico Norte (Guanacaste), Pacifico
Central (Quepos). Los aislamientos obtenidos se inocularon en plantas Rottboellia (cuatro
ecotipos: Cuestas, Silencio, Bagatzi y Esparza) y se seleccionaron los patégenos que
presentaron mayor severidad. Estos patégenos se inocularon en plantas de Brachiaria, maiz
y arroz, para determinar su rango de patogenicidad (Wapshere,1974; Weidemann y
Tebeest; 1990).

Evaluacion de sub-dosis de herbicidas. Para seleccionar sub-dosis de herbicidas con
capacidad de predisponer la planta al ataque de los patégenos, se evaluaron herbicidas con
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distintos modos de accién: pendimetalina (Prowl), fluazifop butil (Fusilade), propanil
(Stam-M48), atrazina (Gesaprin), haloxifop metil, mezcla racémica 24 % (Galant),
glifosato (Round-up) y paraquat (Gramoxone), en sub-dosis 6 a 40 % de la dosis
recomendada comercialmente. Se evaluaron los patdgenos: Fusarium (cepas 69 y 127),
Dreschlera (cepa 99, 130 y 105), Curvularia (cepa 2) en plantas asperjadas 24 horas antes
con sub-dosis de herbicidas.

Con los mejores tratamientos se establecieron parcelas en la Estacion Experimental de la
UCR situada en Santa Cruz, Guanacaste. Se evalu6 el efecto de los patégenos aplicados en
combinacidn con la sub-dosis de haloxifop metil (2, 1.5 y I ml pc /1) y los pat6genos, cepas
127 y 69 (Fusarium sp), aplicados en agua o formulados en aceite de girasol y agua, en
proporcion 1:9 y tween 40 al 0.1%.

Otros factores de predisposicion. Ademds de sub-dosis de herbicidas, se evalué el efecto
de saturacion del suelo con agua y reduccion de radiacion solar para favorecer el daiio por
los patégenos. Para evaluar el efecto de saturacion las plantas se mantuvieron con un nivel
del agua de 2 cm por encima del nivel del suelo y para evaluar el efecto de sombra, las
plantas se colocaron en un invernadero con un 40 % de luz.

En todos los ensayos se evalud la severidad (I = planta sana, 2 = <50% érea foliar
afectada y 3 = mas del 50% drea foliar afectada) y se realizé andlisis de varianza y
pruebas de Tukey al 5%.A los datos.

Resultados y discusion

Patégenos seleccionados. Las cepas presentaban mayor virulencia fueron la cepa 2
corresponde a Curvularia sp, las cepas 99,105 y 130 a Drechslera sp y las cepas 69 y 127
a Fusarium s, las cuales no presentaron sintomas en las especies cultivadas evaluadas.

Evaluacion de sub-dosis de herbicidas. En el invernadero se observé que Fusarium sp
(cepas 69 y 127), al ser inoculado en plantas previamente aplicadas con haloxifop metil a 2
ml Pc/l, un debilitamiento paulatino de la planta hasta su muerte, con un crecimiento
abundante del patégeno en el drea de macollamiento. El modo de accion del haloxifop metil
es inhibir la sintesis de dcidos grasos a nivel de la membrana celular, principalmente en
puntos de crecimiento de la maleza, lo que puede ser aprovechado por Fusarium, para
iniciar el proceso de infeccion de las cepas 127 (Fusarium) y 99 (Dreschlera).

Cuando se evaluaron los patdgenos, cepas 127 y 69 (Fusarium sp) y las sub-dosis de
haloxifop metil, se observé el mejor efecto de predisposicion con | ml Pc/L un 50 % de la
mejor dosis obtenida en el invernadero donde se observé un aumento de la severidad de la
enfermedad causada por los patégenos, para en caso de la cepa 127, la muerte de las
plantas. Las dosis mas altas evaluadas (2 y 1,5 ml Pc/l) fueron letales en ausencia de los
patégenos. Esta reduccion de la cantidad de herbicida como dosis sub-letal es
probablemente causada por la alta radiacién solar predominante en la zona, la cual
favorece la translocacion del herbicida.
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Otros factores de estrés. La saturacion del suelo con agua no mostré efecto sobre los
patégenos. La sombra a pesar de que un efecto significativo en los patégenos evaluados, no
fue suficiente para causar la muerte de las plantas. Este mismo efecto se observé cuando se
combiné sombra y haloxifop (0,048 Kg. i.a. /ha, 1 ml p.c./l). Estos resultados sugieren que
el haloxifop metil no predispuso lo suficiente la planta en condiciones de sombra,
posiblemente por que la actividad metabdlica de planta disminuy6 y el herbicida no logré
translocarse rapidamente dentro de la planta.

Conclusiones

Es posible encontrar patégenas nativos con alta severidad hacia R. Cochinchinensis, sin
embargo el daiio causa no es suficiente como para matar la maleza. No obstante se observo
un efecto sinergistico de los patégenos y sub-dosis haloxifop metil, tanto en pruebas en
invernadero como en el campo, donde se deben considerar dosis més bajas pues el efecto de
la radiacién solar favorece la traslocacién del herbicida.
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PARTICIPACION DE LAS FAMILIAS RURALES EN LOS PROCESOS DE
CAPACITACION Y SUS CONOCIMIENTOS SOBRE PLAGAS Y PLAGUICIDAS

Rosa Argentina Rugama, Area Socioeconomia,Falguni Guharay,
Unidad Fitoproteccion,Area Agricultura Ecolégica

Abstract

Fifty-four women and forty-six men from 6 rural communities in northern Nicaragua were
interviewed to determine their participation in IPM training activities and to asses the
impact of training on their knowledge of pests and pesticides. Most women did not
participate in training, whereas most men did. Factors like “ lack of invitation” and *lack of
time” were mentioned frequently to explain non-participation. Women belonging to
collective farms and men involved in cash crops participated more in training. Among men
and women who did not participate in training, men tend to have better knowledge of pests
and pesticides than women. However, when they are involved in training, their knowledge
levels reach similar levels. Through training both men and women extend their knowledge
on different aspects of pests and pesticides, depending on their roles and interests in the
production and decision making process.

Introduccién

Manejo Integrado de Plagas (MIP) es un sistema de toma de decisiones por parte de las
familias rurales basado en sus conocimientos de cultivo, clima, plagas y enemigos naturales
para poder reducir los dafios de plagas y lograr un rendimiento adecuado bajo condiciones
muy variables (CATIE, 1996). Por lo tanto, la tarea de implementacion masiva del MIP
con familias rurales corre por la vena de fortalecimiento de esta capacidad de toma de
decisiones (CATIE, 1998). Desde el aiio 1994 en diferentes partes de Nicaragua se ha
venido desarrollando procesos de capacitacién participativa para el fortalecimiento de la
toma de decisiones en cultivos como café, tomate, repollo y musaceas. Los procesos
basados en encuentros participativos por etapas fenoldgicas del cultivo, donde los grupos
de productores, extensionistas y especialistas observan, analizan, evalian en conjunto,
permiten que todos adquieren conocimientos sobre las relaciones variables de cultivo-
plaga-clima-enemigos naturales e implementan nuevas opciones de manejo de plagas
busados en estos conocimientos. (CATIE, 1998). Este estudio es un intento preliminar para
conocer el grado de participacion de las familias rurales en los procesos de capacitacién y
el impacto de las capacitaciones sobre sus conocimientos de plagas y plaguicidas.

Metodologia

El estudio se realizé en 3 comunidades donde los especialistas del Proyecto CATIE-
INTA/MIP (NORAD) en conjunto con los técnicos y especialistas de otras instituciones
nacionales han realizado actividades de capacitacion por varios afios, 2 comunidades donde
se han realizado las actividades de capacitacién solamente por algunos afios y | comunidad
donde no se han realizado actividades de capacitacion sobre manejo integrado de plagas. En
cada comunidad se seleccionaron 10 familias al azar; en cada familia se realizaron
entrevistas con la mujer y el hombre de manera individual para conocer sus niveles de
participacion en los procesos de capacitacién y sus conocimientos sobre los temas
relacionados con plagas y plaguicidas.
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Basindose en las respuestas de los entrevistados(as) a un conjunto de preguntas se
evaluaron el nivel de conocimiento de ellos(as). Se asignaron valores de 0 a 3 para
diferentes niveles de conocimiento. El valor O fue asignado para un nivel de falta total de
conocimiento (nada), | para un nivel de conocimiento simple (poco), 2 para un nivel de
conocimiento acumulado (algo) y 3 para un nivel de conocimiento avanzado y analitico
(bastante). De esta manera se evaluaron conocimientos sobre diferentes aspectos
relacionados con la finca, los cultivos, las plagas y el uso de los plaguicidas, obteniendo un
indice para el nivel de conocimiento de cada aspecto.

Para caracterizacion general de los miembros de las familias rurales participantes en este
estudio se utilizaron estadisticas descriptivas, y para analizar las diferencias entre los
grupos contrastantes como hombres y mujeres, participantes y no participantes en los
procesos de capacitacion. se emplearon pruebas no paramétricas chi-cuadrado o t-student
utilizando rutinas de SYSTAT (Wilkinson, 1989).

Resultados y Discusion

Caracteristicas generales de los miembros de las familias rurales participantes

La mayoria de las 100 personas entrevistadas (54 mujeres y 46 hombres) tienen edad entre
25 y 45 aios, con un nivel de escolaridad que oscila entre analfabetas y primaria alcanzada.
La mayoria de los hombres son jefes de familia (93%), mientras que una minoria de las
mujeres (16%) ocupa este cargo. Las familias trabajan la tierra en forma individual (43%),
organizados en cooperativas (28%), en colectivos familiares (15%) y con medieria (14%).
El origen de la tenencia en la mayoria de las fincas ha sido a través de la reforma agraria
con dreas que oscilan entre 1,5 a mds de 7 ha. Los principales cultivos en estas fincas son
granos bdsicos (72%), hortalizas (17%) y el café (11%).

Participacion de los miembros de las familias rurales en los procesos de capacitacion

De las 100 personas entrevistadas, S0% no han participado en procesos de capacitacion,
34% han tenido la oportunidad de participar en las capacitaciones sobre manejo integrado
de plagas, 14% en temas relacionados con manejo integrado de cultivos y 2% sobre uso
seguro de plaguicidas. El andlisis de la participacion de los miembros de las familias rurales
en las capacitaciones indica que la mayoria de las mujeres (68%) no participan en procesos
de capacitacion, algunas (28%) participan en forma ocasional y solamente un nimero muy
reducido (4%) participan en forma sistemdtica en los procesos de capacitacién. Ellas
identifican varias razones para la baja participacion. Entre ellas: “no ser invitadas a los
eventos™ (57%), “falta de tiempo por tareas domésticas y dedicacion al cuido de hijos/as
menores (32%), “*no me gusta participar” (5%) “las capacitaciones se hacen retiradas de
sus casas o comunidades” (3,5%); y “a los maridos no les gusta” (2,5%). En cambio, 72%
de los hombres entrevistados han participado en los procesos de capacitacion. De ellos el
48% han participado en forma ocasional y 24% en forma sistemitica, dejando solamente un
28% como no participantes. Las principales razones para no estar integrados en los
procesos de capacitacion son "no me invitan" (69%), "falta de tiempo" (15%) y otras
razones como '"'no me sirven" (15%).

Mujeres provenientes de las familias que trabajan la tierra en forma colectiva participan
mads en las actividades de la capacitacién (44%) en comparacién con las que son miembros
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de las familias trabajando la tierra en forma individual (20%). Para los hombres la
participacién esta relacionada con los cultivos priorizados de la finca. Mientras que
solamente el 64% de los hombres perteneciendo a las fincas donde se cultivan granos
basicos estan integrados en los procesos de capacitacién, 100% de los caficultores y 75%
de horticultores se integran en actividades de capacitacion.

La revisién de la literatura sobre el acceso de las mujeres a capacitacién y servicio de
extension agricola en diferentes pafses (Saito y Spurling, 1992) y estudios sobre papel de
las mujeres en toma de decisiones en las actividades agricolas (Spring, 1988) revelan que
las mujeres tiene mucho menos acceso a los servicios de capacitacién y tienen necesidades
especiales de informacion y formacién. Los datos de este estudio confirman esta
observacion. Ya que para las mujeres, la razén principal por no estar integradas en los
procesos de capacitacion es de "no estar invitadas”, hay que analizar el procedimiento de la
convocatoria y la formacién de los grupos de capacitacién en las comunidades para
entender la baja participacion de las mujeres. Por otro lado, también hay que realizar
esfuerzos para entender mejor los papeles de los miembros de las familias rurales en las
actividades del hogar y la finca en las diferentes comunidades, para asi concertar con ellos
sobre el proceso de capacitacién que permitirdn mayor y mds efectiva participacién de los
miembros de las familias rurales en dichos procesos.

Conocimiento de los miembros de las familias rurales sobre las plagas y plaguicidas

Todos los miembros de las familias poseen conocimientos valiosos y detallados sobre
diferentes aspectos de las fincas, el clima, los cultivos, las plagas y los plaguicidas. Dentro
del grupo de no participantes en las capacitaciones los hombres alcanzan mayores niveles
de conocimientos en varios aspectos (Cuadrol). Sin embargo, las diferencias en los niveles
de conocimientos entre hombres y mujeres disminuyen cuando ambos participan en
capacitaciones.

Cuadro 1. Niveles de conocimiento* de los miembros de familias rurales integrados y no itegrados en

Se observa fortalecimiento de conocimiento de ambos géneros sobre el control biolégico de
plagas, la relacion entre cultivos-enfermedades y plaguicidas menos t6xicos. Las mujeres
integradas en los procesos de capacitacién demuestran significativamente mayor nivel de
conocimiento sobre el origen de las enfermedades, bondades de las hierbas, plaguicidas
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téxicos y plaguicidas de origen botdnico en comparacién con mujeres no integradas.
Mientras que los hombres demuestran fortalecimiento de conocimiento sobre conocimiento
de la finca, relaciones clima-plaga, relaciones clima-enfermedades y métodos de evaluacion
de plaguicidas.

Obviamente los conocimientos de hombres y mujeres siempre varian, reflejando intereses
variados, el acceso diferenciado a los recursos y los papeles de género definidos por las
sociedades. Segtin Coughenour y Nazhat (1985) la diferencia entre los conocimientos entre
hombres y mujeres se dan principalmente por el acceso limitado a la informacién por parte
de las mujeres. Los resultados de este estudio demuestran que la participacion de los
miembros de las familias rurales en los procesos de capacitacion ayuda a nivelar los niveles
de conocimiento de los hombres y mujeres, abriendo la via del acceso de las mujeres a
nueva informacién. Esto podria permitir una mayor participacion de las mujeres en la toma
de decision en seno de las familias sobre las actividades de manejo de plagas y fincas, ya
que se supone que la participacion efectiva de uno depende del grado de conocimiento que
posee sobre el tema (Fasseart, 1998).

Conclusiones

La mayoria de las mujeres de las comunidades rurales en el norte de Nicaragua no
participan en capacitaciones agricolas. La participacion de mujeres en las capacitaciones es
mayor cuando ellas trabajan la tierra en forma colectiva. La mayoria de los hombres
participan en los procesos de capacitacién, y su participacién es mayor todavia cuando ellos
estdn involucrados en cultivos de exportacion (café) o de mayor inversion (hortalizas).
Tanto la participacion de los hombres como de las mujeres en las capacitaciones depende
de los factores externos (invitacion), e internos (disponibilidad de tiempo).

Mujeres y hombres de las comunidades rurales tienen conocimientos propios, valiosos y
detallados sobre su medio ambiente. En el grupo de no participantes, los hombres tienden a
expresar mayores niveles de conocimientos sobre plagas y plaguicidas. Sin embargo,
cuando ambos participan en las capacitaciones los niveles de conocimiento tienden a
nivelarse. Tanto los hombres como las mujeres aumentan los niveles de conocimientos
sobre diferentes aspectos de las fincas, cultivos, plagas y plaguicidas a partir de las
capacitaciones segun las condiciones y necesidades de cada género.
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INTERACCION PATOSISTEMAS-SOMBRA EN EL SISTEMA CAFE

David Monterroso Salvatierra'
'Unidad de Fitoproteccion, Area Agricultura Ecolégica, CATIE

Abstract

The Plant Pathology Group of the CATIE/INTA IPM Project in Nicaragua has been
carrying out studies since 1990 on the coffee disease complex. Based on experiments on
epidemiology, disease sampling methods, criteria for fungicide application, and the effects
of shade on diseases, we hypothesize that an equilibrium point can be defined at which the
disease complex has minimal effects onproduction. Further studies are needed to define the
interactions among varieties, soil fertility, shade type and level, and application of
biologically-derived substances.

Introduccion

En Centroamérica la inquietud de obtener mayor cantidad de divisas en general, mayores
ganancias en particular y el establecimiento de nuevas plagas (roya y broca), provocaron
cambios en el sistema de produccién de café. La modernizacidn de la caficultura, se orientd
principalmente al uso de nuevas variedades, eliminacion parcial o total de la sombra,
elevado uso de fertilizantes y el uso indiscriminado de plaguicidas (principalmente
herbicidas y fungicidas). Sin embargo estos cambios han resultado actualmente en deterioro
progresivo de dreas sembradas con café de “alta tecnologia”. Esta modernizacion se
expande en la medida que pequefios y medianos productores, adoptan lo que las grandes
empresas hacen para producir mds café.

Por otro lado, si se toma en cuenta el origen del cafeto, el sistema natural tiene tres grandes
componentes modificables por la interferencia humana (tecnologia): la parte aérea de la
planta de café o mesoambiente, el estrato superior o sombra y el estrato inferior o piso.
Con este enfoque el grupo de Fitopatologia del Proyecto CATIE INTA/MIP (NORAD) en
Nicaragua, decidié estudiar los patosistemas involucrados en el sistema café, con el
propésito de corroborar el efecto regulador de la sombra sobre dicha interaccion.

Metodologia

El andlisis estd fundamentado en los resultados de la investigacion desarrollada por el
Proyecto a partir de 1991. Estudios epidemiolégicos (Vasquez O. et. al. 1992; Calderén y
Monterroso, 1994; Briones Mendoza y Monterroso, 1995); Determinacién de tamaiio de
muestra (Mendoza, Gutierrez y Monterroso, 1995 ). Se establecié un método integrado de
cuantificacién de plagas en el sistema café, en el cual el productor(a) identifica S puntos
representativos del lote, al rededor de cada punto ubica dos estaciones cada una con 5
plantas seguidas, en la primera planta se cuentan las plagas en la bandola de la parte
superior, en la segunda planta en la bandola de la parte inferior y asi sucesivamente hasta
contar en las cinco plantas (Monterroso, Mendoza y Monterrey, 1996); También se logrd
proponer un tamaifio minimo de muestra y una metodologia para la extraccién de
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nematodos (Monterroso, 1997). Con esta informacion se han iniciado trabajos de
integracion, como la variabilidad de los patosistemas en condiciones contrastantes de sol-
sombra en la Finca Santa Francisca, ubicada en Masatepe, Nicaragua (Salamanca, Mendoza
y Monterroso, 1997; Balmaceda, Cruz y Monterroso, 1997).

Resultados

l. Efecto de autosombramiento (mesoambiente).

Los datos registrados en 1991-92 de la finca La Laguna, Matagalpa, pueden ser usados para
analizar los diferentes estratos de la planta. La figura 1A muestra que en el estrato inferior
es donde mds roya se presenta. La enfermedad se produce mejor en el estrato inferior
porque esta mds autosombreado; en contraste hay mds incidencia de mancha de hierro
(figura 1B) en el estrato superior debido a que estd mds expuesto a la luz.

Si se toma en cuenta el metabolismo de la planta de café (Berry et al 1987), la actividad
estd concentrada del estrato medio hacia arriba, es aqui donde se concentra principalmente
la produccidn y, de acuerdo a este argumento, la enfermedad mds importante es la mancha
de hierro y no la roya.
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Figura 1. Relacion de la incidencia de ia roya (A) y 1a mancna ae nierro () en los
estratos inferior y superior de la planta de cafe. Finca la Laguna, Matagalpa,
Nicaragua.

2. Efecto del estrato superior o sombra.

Datos de tres enfermedades se tomaron en dos fincas de la region I (Las Segovias). En la
finca de alta tecnologia (sombra 0-10%), la curva de la mancha de hierro es la mis
pronunciada (figura 2A), mientras que en la finca de tecnologia tradicional la curva mds
pronunciada (sombra >60%) es la de la roya (figura 2B). La finca tecnificada fué bien
fertilizada, pero recibe mucha luz; mientras que la finca tradicional no esta fertilizada y
recibe poca luz. ;Cémo lograr el equilibrio? Este contraste sugiere que es posible producir
durante mas tiempo si se tiene poca roya y poca mancha de hierro.
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Figura 2. Contrastante en dos fincas de cafe. A) de alta tecnologia (incidencia alta de

mancha de hierro). B) de tecnologia tradicional (alta incidencia de roya).

De 1991 a 1993 en cafetales de la regiéon IV (Pacifico), se muestrearon fincas con
tecnologia tradicional (4), fincas semitecnificadas (4) y fincas tecnificadas (4). Se recab6
informacién de roya, mancha de hierro y antracnosis (Calder6n y Monterroso, 1994). Solo
las fincas semitecnificadas tuvieron epidemias importantes de roya (fig 3A), podria deberse
a que este sector suspendié la aplicacién de fertilizantes cuando estos dejaron de ser
subsidiados por el gobierno. Con la mancha de hierro, el efecto de la sombra es mads claro.
Las fincas tradicionales con abundante sombra (60-80%) no pasan de 5% de incidencia, las
semitecnificadas con sombra intermedia (30-40%) 10% de incidencia, mientras que las
tecnificadas con poca o sin sombra (0-10%) presentaron alrededor de 15% de incidencia
(fig. 3B). Se concluye que el efecto de la sombra (luz) en la roya no es muy contundente
mientras que para la mancha de hierro es determinante ;Sugiere esto que la sombra en
cafetales debe ser total (>80%)? No! Pero seiiala a una posible propuesta de manejo.

B
8 Mancha de hierro

MESES OF RECUENTO
Figura 3. Comportamiento epidemioldgico de la roya (A) y de la mancha de hierro (B)
del Café, en tres tecnologias. Promedio de tres afios (1991-1993), IV regién de

Nicaragua.
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3. Efecto contrastante de la luz

En la Finca Santa Francisca, IV regién o pacifico de Nicaragua, se estudiaron dos sistemas
de manejo contrastante, en uno el café estd bajo 80-90% de sombra y el otro esta a pleno
sol. En el plantio sombreado la roya es medianamente estimulada y la produccién se
mantiene relativamente baja (figura 4A). En el plantio al sol, el estimulo que recibe la
mancha de hierro es considerablemente alto; pero la produccién es mayor, en comparacién
con la del platio con sombra (figura 4B) (Salamanca, Mendoza y Monterroso, 1997).

8 ¥ 8 8 8 3
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Figura 4. Efecto de la sombra sobre la produccién y la epidemiolgia de la roya(A)

y de la mancha de hierro (B).
Las preguntas a contestar son: ;Cudl es el nivel de sombra que permita un nivel de
produccién aceptable con el minimo de roya y mancha de hierro? ;Qué acciones
complementarias se requieren para lograr este nivel e incrementar la produccién?

4. Estrato inferior o piso

En estos mismos lotes se analizaron las poblaciones de nematodos. En el lote a pleno sol,
Meloidogyne sp predominé; con un promedio de 852,404 nematodos/100 gr. Se sugiere que
cuando el suelo se seca, la caracteristica de endoparésito-sedentario le permite sobrevivir
dentro de la planta a altas temperaturas, ya que la planta mantiene en sus raices alimento y
humedad. El género Pratylenchus present6 bajas poblaciones.

En condiciones de abundante sombra, predominé Pratylenchus sp; pero en bajas
cantidades, su pico poblacional mds alto fué en enero de 1998. Meloidogyne sp, presentd
muy bajas poblacionales. En este lote se encontr6 una mayor diversidad, incluyendo
géneros como Rhabditis y Mononchus que son nematodos de vida libre y predatores,
respectivamente.

60

40

20

Figura 5. Contra;te I cién de nematodos (miles) en café a pleno sol versus
sombra 80-90% (cientos). Carazo.Nicaragua.
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Discusion

La informacién presentada nos permite concluir que es posible utilizar la sombra como
agente regulador para el manejo de estos patosistemass. No cabe duda que la sombra afecta
la variabilidad de los patégenos (hongos y nematodos) asociados al sistema café. En tanto.
las poblaciones de mancha de hierro y del nematodo agallador son favorecidas por la luz, la
sombra abundante estimula a la roya y al nematodo lesionador la interrogante que nos
queda es: ;Habrd una cantidad de sombra que permita un punto de equilibrio (PE) entre los
diferentes patosistemas y que a su ves sea una mejor opcion para la pequeia y mediana
empresa familiar cafetalera?

40
E g: —&—roya
g 25 4 - 4@ — mhierro
§ fg j — -4 — Pratylenchus
& - - 48 - -Meloidogyne
2 10 et procisccin
0

SOMBRA

Fig. 6. Punto de equilibrio tedrico para produccién sostenida de café, con minima
presencia de patdgenos.

A manera de conclusion planteamos las siguientes interrogante y algunas sugerencias:
(Qué conocimientos debemos poner en manos del(a) productor(a) para que pueda tomar
mejores decisiones respecto del manejo de la sombra? O ;Qué se necesita investigar para
facilitar y potenciar el equilibrio de la variabilidad en los patosistemas de café?:
¢ Enmiendas foliares pueden incidir en menos inéculo para la mancha de hierro y la roya.
e Enmiendas orgdnicas al suelo puede bajar la poblacion de nematodos y suministrar
nutrientes.
Verticillium lecanii puede reducir el in6culo residual de la roya.
Las especies de drboles para sombra se pueden seleccionar no solo por la cantidad de
sombra, sino por la calidad de luz que penetra asi como del aporte de biomasa al suelo.
Los momentos fenolégicos de defoliacién natural.
La interaccién de la sombra con otros componentes del sistema.
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LA IMPLEMENTACION PARTICIPATIVA DEL MIP EN DIFERENTES
ZONAS CAFETALERAS DE NICARAGUA

Danilo Padilla', Charles Staver', David Monterroso', Falguni Guharay',
Ramén Mendoza', Amilcar Aguilar', Julio Monterrey', Elida Mendoza', Unidad
Fitoproteccién, Area Agricultura Ecolégica

Abstract

The CATIE/INTA IPM in Nicaragua collaborated with national institutions, the national
coffee organization, and NGOs to develop a participatory model for the widespread
multiplication of coffee IPM with farmers, extensionists, and specialists. The project team
first worked with 10 groups of coffee growers to field-test a participatory training sequence
at key crop stages. Simple methods were developed for training in major pests. The
project team then developed a parallel process for extensionist training which also followed
critical crop stages in farmer decision-making. Over 150 extensionists met every two
months during the year to strengthen their facilitation skills and expand their ecological
understanding of pests and natural control. Evaluations showed that farmers and
extensionists had improved knowledge and abilities for pest management.

Introduccién

La modernizacién agricola o revolucién verde en la caficultura se ha caracterizado por el
monocultivo basado en un alto uso de insumos y recursos externos. Este modelo ha
ocasionado deterioros en la sostenibilidad del agroecosistema. También en este contexto el
proceso predominante de transferencia tecnolégica ha sido orientado mayormente hacia la
adopcién de tecnologias. Con este estilo vertical de transferencia, el investigador ha sido un
cientifico que transfiere a los técnicos-extensionistas, los resultados de sus investigaciones
obtenidos en laboratorios y centros o fincas experimentales, sin tomar encuenta la realidad
de los productores (as). El técnico extensionista ha sido capacitado en temas y eventos
aislados, lo cual también ha incidido en realizar un papel de recetario de cartas
tecnolégicas. Finalmente el productor o productora ha desempeiiado un papel de receptor
pasivo, adoptador de tecnologias.

Un enfoque que podria contribuir a mejorar el desarrollo sostenible de los sistemas
cafetaleros es la caficultura postmoderna que incorporarfa lo valioso de lo moderno, lo
rescatable de lo tradicional y lo nuevo ain por desarrollarse (Staver, en CATIE sf).El
desarrollo tecnolégico agricola alternativo debe de tomar en cuenta la diversidad en las
condiciones del productor(a) y de los agroecosistemas. Este enfoque debe incluir un uso
bajo o nulo de insumos externos y un mejor aprovechamiento de mano de obra y recursos
locales (Monterroso, et al., 1995).

El proceso de extension y transferencia agricola deberia orientarse a incrementar los
conocimientos y habilidades de las familias rurales para que tomen mejores decisiones que

le permitan aumentar la productividad manteniendo la sostenibilidad del sistema. En este
sentido la participacion de grupos de productores se ha comprobado como un mecanismo
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muy importante para el trabajo eficiente en generacién, validacién y transferencia de
tecnologias (Nelson, 1994).

De 1991/1994 el equipo del proyecto CATIE-INTA/MIP, con financiamiento de
NORAD/ASDI obtuvo muchos aprendizajes sobre participacién y trabajo con grupos.
Como un reto para su segunda fase (1995-1998) se plante6 iniciar un proceso de
masificacion , por medio de una implementacion participativa del MIP. En este contexto
para el trabajo con grupos participativos de productores y extensionistas se plantearon los
siguientes objetivos: Desarrollar opciones MIP para agricultores de recursos limitados,
validar para el entrenamiento de técnicos, desarrollar algunos *“materiales” sobre opciones
MIP en base a pruebas de campo métodos efectivos para la participacion de prodiictores(as)

Metodologia

Descripcion del proceso de capacitacion participativa con grupos de productores(as).

Para desarrollar este proceso el equipo del proyecto desarrollé un enfoque y metodo de
trabajo que se sustent6 en la necesidad de fortalecer las habilidades y capacidades de los
productores para mejorar el manejo de las plagas. Para lograr esto era necesario estimular
mayores conocimientos de la ecologia y biologia de las plagas, el cultivo de café y el
agroecosistema en general. El proceso de capacitacién con productores se hizo en base a
momentos criticos del cultivo (capacitacion por etapa fenol6gica) y a las plagas/problemas
priorizados en cada momento definido.

Durante los encuentros participativos con grupos de productores(as) en el campo, los
grupos identificaban problemas y reforzaban sus conocimientos, desarrollaban sus
habilidades para observar el cultivo y sus plagas, por medio de metodos sencillos
mejoraban su capacidad en tomar datos y esto se facilitaba haciendo pricticas de
“recuentos” en la finca de uno de los miembros del grupo. Con los datos tomados los
grupos realizaban un andlisis para tomar las decisiones mas adecuadas en el momento.
Durante las reuniones y en las parcelas se hacia anélisis de la eficacia de las opciones
probadas. Al final del encuentro el grupo acordaba las acciones a realizar durante un
periodo determinado y el cumplimiento de estos acuerdos se revisaba en el siguiente
encuentro. También el grupo decidia el tema més apropiado para dialogar en el siguiente
encuentro. Al final del ciclo el grupo evaluaba su cosecha y el desarrollo y los aprendizajes
durante el proceso de implementacién participativa del MIP. El equipo del proyecto realizé
sondeos, estudios formales y sesiones de reflexion con grupos de trabajo para evaluar los
avances y dificultades en el desarrollo del proceso de implementacién.

Descripcion del proceso de capacitacion participativa con grupos de técnicos(as).
Mediante el trabajo con grupos de productores(as) el equipo del proyecto aprendi6 que para
fortalecer las habilidades de los productores(as) en razonamiento ecologico y toma de
decisiones, los extensionistas necesitaban capacitaciones que le permitieran entender mejor
la ecologia, la variabiliadad de las plagas y su relacién con el ciclo del cultivo. Los
extensionistas necesitaban desarrollar habilidades en observacién y muestreo de plagas y
tambien poner en précticas herramientas participativas para facilitar el dialogo en grupos de
productores. Teniendo en cuenta estas consideraciones el equipo del proyecto desarrollé
varias experiencias de capacitacion a técnicos que incluyen talleres tecnicos-metodolégicos
en MIP café, cursos en temas especificos y capacitacion directa por especialistas en grupos
de técnicos y productores.
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El equipo del proyecto trabajando con colaboradores nacionales ha probado y modificado
un metodo de capacitacion que combina un taller resumen de un dia en MIP-café y un taller
de un dia para introducir a las herramientas de capacitacién participativa seguido por una
serie de sesiones de reforzamiento que coinciden con las etapas fenolégicas del cultivo.
(CATIE, 1998). :

El proceso de capacitacion en MIP-café se desarroll6 mas ampliamente en 1997
involucrando un mayor nimero de instituciones participantes, como coorganizadores y/o
facilitadores. Se inicié con un taller técnico-metodolégico en MIP café. Se conté con un
manual, herramientas para la toma de datos, rotafolios para el trabajo con productores. Un
requisito para los participantes fue llevar parcelas y trabajar con grupos de productores.
Estos talleres se realizaron en cada region cafetalera. Como acuerdos en el taller los
participantes organizaron los grupos de técnicos interesados en participar en el proceso de
reforzamiento técnico-metodoldgico o proceso de accidn-reflexion. De esta manera se
organizaba un plan de encuentros con fechas y posibles temas considerando los momentos
criticos del cultivo. Después del primer encuentro los extensionistas iban a sus zonas de
trabajo y desarrollaban el proceso de capacitacion participativa con grupos de productores.
Luego regresaban a otro encuentro técnico para intercambiar sus experiencias, hacer
reflexiones y evaluaciones del trabajo desarrollado durante el periodo y se repetia el ciclo.
Durante el encuentro los extensionistas reforzaban sus conocimientos con los especialistas,
visitaban un cafetal para observar su desarrollo y analizaban el estado actual del sistema,
analizaban los datos del cultivo y sus plagas y preparaban los proximos eventos con grupos
de productores. El dltimo encuentro del ciclo sirvié para evaluar el proceso en lo técnico y
lo metodolégico. Miembros del equipo del proyecto realizaron algunos sondeos y estudios
para conocer logros, avances y dificultades presentados durante el proceso.

Resultados y discusion

En relacién al proceso participativo con grupos de productores en los cuales participaron
directamente los especialistas del proyecto. Se lograron conformar 10 grupos participativos
localizados en cinco zonas de trabajo diversas en cuanto a sus caracteristicas geogrdificas,
climdticas, ecoldgicas y socioeconémicas. Se desarrollaron de 2-3 ciclos de capacitacién en
los diferentes grupos, promedidndose S5 encuentros/grupo/aiio, con una participacion
promedio de 21 productores(as) por encuentro, lo cual resulta en una participacion directa
de 030 productores(as). Durante el proceso participaron mis de 45 técnicos de 17
instituciones locales. Se implementaron hasta 16 parcelas de manejo impulsadas por
CATIE y 16 parcelas organizadas por colaboradores. Este fue un logro importante porque
las instituciones multiplicaron las experiencias en otras zonas de trabajo y los
técnicos/investigadores fortalecieron sus habilidades y capacidades para desarrollar
investigacion participativa. Este proceso también contribuyd en el reconocimiento de seis
periodos criticos para el encuentro de los grupos participativos (ver figura 1). En base a las
plagas -problemas priorizados en los momentos definidos, los especialistas del proyecto y
técnicos desarrollaron temas de capacitacion correspondientes a diagnéstico de
productividad, plagas de verano, broca, enfermedades, malezas, vivero orginico y el
recuento integral de plagas que fue un tema de seguimiento constante en todo el proceso.



Los resultados en varios grupos de trabajo demuestran que la implementacién participativa
de MIP permite una manera flexible de trabajar ya que puede ajustarse a las realidades de
los grupos. Por ejemplo el grupo de Santo Domingo dedicé més esfuerzos para fortalecerse
en vivero organico y manejo selectivo de malezas, mientras el grupo de Aranjuez dedic6
grandes esfuerzos para el manejo de enfermedades, el grupo de San Ramén amplié sus
conocimientos en manejo de la broca y el grupo de Aguas Marias amplio sus conocimientos
en el diagnédstico de productividad y manejo de malezas. Un grupo en Asturias formado
mayormente por un colectivo de mujeres ampli6 sus conocimientos en manejo de
enfermedades y diagnéstico de productividad. Entre las principales opciones de MIP que
los productores(as) implementaron en los diferentes grupos se menciona para malezas;
manejo selectivo y uso de coberturas vivas y muertas, para broca recoleccién de granos en
la planta y en el suelo, durante el perfodo de precorte las cosecha sanitaria (graniteo), en
poscosecha o precorte aspersion con el hongo Beauveria bassiana. Para las enfermedades
el manejo de la sombra, podas sanitaria y caldo bérdeles. Para todas las plagas y de manera
integral en los diferentes grupos se implementé el monitoreo y los sistemas de recuentos
sistemdticos. Estas pricticas influyeron en reorientar el sistema de manejo, particularmente
en algunos casos se registr6 reduccién en costos de manejo de plagas y reduccion del daiio
ocasionado por las plagas. A partir de reflexiones (CATIE, 1998 b) y estudios se
determinaron los siguientes impactos: Fortalecimiento de los conocimientos y la capacidad
de andlisis de los productores(as) en sus sistemas de produccién, fortalecimiento de la
capacidad de productores(as) para la observacion y cuantificacién de plagas, desarrollo de
una mayor eficiencia sobre los costos para el manejo de plagas, fortalecimiento de la
capacidad de productores para experimentar en su propias parcelas y mejoramiento de la
capacidad de los productores(as) para compartir sus experiencias.

En relacién al proceso de capacitacién participativa con técnicos se cont6 con la
participacién de 150 técnicos de 48 instituciones nacionales y ONG’s. De manera indirecta
estos técnicos desarrollaron capacitaciones con 3296 productores(as). entre los aprendizajes
se puede mencionar-el haber desarrollado la capacitaciéon como un proceso y no como
eventos aislados. El apoyo institucional fue clave para asegurar el proceso. Mediante
investigaciones realizadas los extensionistas indicaron haber ampliado sus conocimientos
bioecolégico de plagas, enemigos naturales y el cultivo de café. Esto naturalmente
contribuy6 a que los extensionistas tomaran en cuenta la variabilidad de condiciones del
productor y del agroecosistema. Los extensionistas desarrollaron habilidades para observar
sistematicamente, analizar datos y usarlos para la toma de decisiones. Obviamente estas
habilidades sumadas al trabajo participativo con ‘“productores(as)” les permitié a los
técnicos realizar un papel mds facilitador que el de un transferencista de recetas. Al
finalizar este proceso se cuenta con herramientas técnicas y metodolégicas desarrolladas
para seguir fortaleciendo y desarrollando la implementacién participativa del MIP en la
caficultura.
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Figura 1. Momentos criticos identificados en base a la fenologfa y las condiciones ambicntales, de un

cafetal en produccidn, para la planificacién y toma de decisiones de los productores(as).

Conclusiones

Esta experiencia plantea algunos retos: ;Como lograr una asistencia mds sistemdtica de los
productores(as), ; Como superar las dificultades para manejar los formatos de recuentos de
plagas y el procesamiento de los datos?. Como dar un mayor seguimiento a las actividades
que realizan los productores(as) en sus propias parcelas?. ;Como lograr mayor y mejor
participacion de la familia rural en este proceso?

Entre algunos retos para el trabajo con extensionistas podemos mencionar, ;como seguir
capacitando a los técnicos una vez que se cumpli6 el primer ciclo de reforzamiento técnico-
metodolégico?. ;Como se le podria dar seguimiento y monitoreo a la multiplicacién hecha
por los técnicos en el campo?. ; Como hacer sostenible el modelo?
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AGROFORESTRY SYSTEMS SUBLINE 1. SAF FOR THE PRODUCTION OF
ANNUAL CROPS ON HUMID ZONE HILLSIDES

Donald Charles Lieber Kass', Andrea Maria Schiénvoigt'
'Development of Agroforestry Systems Unit, Area of Watersheds and Agroforestry
Systems. CATIE, Costa Rica.

Resumen

La sublinea de investigacion, sistemas agroforestales para la produccion de cultivos
anuales en laderas himedas tiene tres componentes, cantidad y dindmica de liberacién de
nutrientes de materias orgdnicas en sistemas agroforestales, desarrollo de sistemas
agroforestales para suelos de ladera de fertilidad limitada, y tecnologias agroforestales para
conservacién de suelos en la produccién de cultivos anuales y en el manejo de los recursos
naturales. Se ha realizado investigacion principalmente al nivel del campo experimental y
ha identificado unas propiedades y interacciones de los componentes que pueden aumentar
considerablemente su valor en mejorar el bienestar humano y conservar la base de recursos
naturales. Sin embargo, se contempla en investigacion futura trabajar en escalas mas
amplias, produciendo productos de mayor posibilidades de mercado, utilizando técnicas
orgédnicas y naturales de controlar plagas, y aumentar la biodiversidad en las drea en que
mantiene el componente arbéreo.

Palabras claves: nutrient dynamics, organic agriculture, soil amendments, soil
conservation

Introduction

The CATIE research subline, “Agroforestry Systems for the Production of Annual Crops
on Humid Zone Hillsides” was enhanced with a third component in 1998, “Agroforestry
technologies for soil conservation for annual crop production and natural resource
management”, additional to the existing components, “Quantity and dynamics of nutrient
release from organic materials in annual crop agroforestry systems” and “Development of
annual crop agroforestry systems for hillslope soils of limited fertility in the humid
tropics”. This additional component permits research activities of a wider scale than the
other two components and permits greater linkages with other research lines. There has
been increasing collaboration with the integrated pest management group which shares the
interest in annual and especially vegetable crop production. Disruption of infrastructure by
hurricane Mitch showed that depending on foreign imports for basic food grains cannot
guarantee food security. There was also considerable evidence that damage from the
hurricane was less in areas where soil conservation activities such as planting trees in
agroforestry systems had been carried out. Agroforestry systems with annual crops will
probably take on increasing importance as an alternative for food security in areas of
difficult access because they offer the possibility of combining soil conservation with basic
food grain production. Soil fertility management and plant competition studies received the
most attention in 1998 but important initiatives have been made in early 1999 to broaden
the scale of the research carried out in this subline. Marketing of crops produced in Bactris
gasipaes H.B.K. plantations has received increasing attention due to the fall in prices of
palmhearts and the possibility of producing hot peppers between the existing rows of the
palm tree. Agroforestry systems can be used to produce the organic amendments and non-
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toxic materials for pest control required by organic production systems. Finally, the
possibility of utilizing buffer strips of mixed fallow vegetation on hillsides can also be a
means by which biodiversity is increased and shelter is provided for natural predators of
crop pests (Gliessman, 1998).

Component 1. Quantity and dynamics of nutrient release from organic materials in
annual crop agroforestry systems

A pot and field trial, carried out on an extremely infertile Acrudoxic Melanudand in the San
Juan Sur experimental area of CATIE in Turrialba, Costa Rica showed that animal
amendments (dairy or chicken manure or bocashi, a rapidly produced compost containing
36% soil, 18% rice hulls, 18% charcoal, 3.6% agricultural limestone, 18% chicken manure,
2% molasses and 4.4% rice bran) had a higher nutrient content of other elements and
produced better maize growth when amounts of amendments applied were adjusted to
supply 300 kg N ha"'. Considering the plant amendments used (Gliricidia sepium, Inga
edulis, Canavalia ensiformis, Mucuna deerengianum and Calliandra callothyrsus) only G.
sepium had a K content and C. ensiformis a Ca content comparable to the animal
amendments. However, in 60 days, C. ensiformis failed to release significant amounts of
Ca to the soil. All plant amended treatments were critically deficient in P and Ca. Similar
results were obtained in a field trial where additionally toxic levels of Mn were associated
with mineral fertilizer and 1. edulis treatments. Residual effects of the various amendments
are presently being evaluated as a class exercise by students in agroforestry who began the
M.Sc program in 1999 on the bean crop which was planted in the same plots as the maize.

An additional greenhouse study was carried out on the same soil and on an Ultisol from
Yurimaguas, Peru, to study the downward movement of soluble N following application of
mulches of I. edulis, Commelina spp. and Centrosema macrocarpum. There was less N
movement through the profile of the Turrialba soil because of its higher organic matter
content. Dissolved organic N was not a major pathway of N release from these fallow
species in either soil. Final publication of the thesis and publications derived from it is
expected in 1999.

In an experiment carried out in association with CIAT in Colombia, different woody and
non-woody species were evaluated according to their capacity to supply N to rice. Rates of
liberation were (in decreasing order): Indigofera constricta > M. deerengianum >Mucuna
pruriens var. Brunin> Tithonia diversifolia = Canavalia brasiliensis>Mucuna pruriens var.
Tlalt> Mucuna pruriens var. IITA> Cratylia argentea. Rice obtained the most N from M.
deerengianum, M. pruriens var. Brunin, T. diversifolia and C. brasiliensis. These materials
also had the highest N content and in vitro digestibility, and lowest lignin to N and lignin +
polyphenols to N ratios of the species studied. Further studies with T. diversifolia will
probably begin in 1999 as part of a collaborative project with University of Bangor,
ICRAF, and CIAT.

In addition to the measurement of residual effects at the San Juan Sur site, future activities
contemplated in this area are: economic analysis of the results obtained; matching of plant
and animal amendments to different crop needs; greater elucidation of the decomposition
process, especially the role of macrofauna and antiqualitative components of organic matter
such as tannins and polyphenols, relating soil organic and inorganic P fractions to P
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compounds in amendments and to crop response; and continued evaluation of the long term
effects of applying different residues. Work in Panama continues to indicate that Acacia
mangium is an Mn accumulator and the value of this species as a source of P may be to
some degree offset by toxic levels of Mn in soils and crops.

Component 2. Development of annual crop agroforestry systems for hillslope soils of
limited fertility in the humid tropics

The results obtained on the Acrudoxic Melanudand indicated a serious deficiency of plant
based amendments to supply adequate Ca and P to low fertility hillside soils which are
frequently quite deficient in these elements. It is unlikely that agroforestry systems will be
able to supply sufficient nutrients to annual crops on these soils without the addition of
agricultural limestone and animal manures. C. ensiformis is promising as a Ca accumulator
but it might take several cropping cycles before effects are noted in subsequent crops.
Together with the IPM program, the value of C. ensiformis in insect and slug control will
also be evaluated

Work was begun on a somewhat more fertile hillslope at the National Center for Organic
Agriculture, in La Chinchilla, Cartago, Costa Rica using Erythrina berteroana and different
levels of organic amendments in a maize-squash cropping system. Further experiments
with different vegetable crops and organic amendments are planned for 1999. It is hoped
that a significant research and outreach activities can be realized in collaboration with the
Center but, although the center is well equipped for training large numbers of farmers from
all parts of Costa Rica, facilities for doing field research are much more limited.

Two tomato cycles (January- April, 1998 and October,1998-January, 1999) were planted
in La Montaiia in order to study the potentials and constraints of two woody species,
Erythrina poeppigiana and G. sepium as live stakes for tomatoes. These species are
frequently seen used as supports for tomatoes, peppers and chayote (Sechium edule) by
small farmers on Costa Rican hillsides. Variables measured were: tree and crop biomass
production; tomato fruit production; tree and tomato fine root distribution; tree root nodule
production and relation to N-supply; and tomato diseases. Preliminary results show higher
production of tomatoes with E. poeppigiana than with G. sepium, higher infestation of
Phytophthora infestans in association with E. poeppigiana and higher tomato mortality due
to Pseudomonas solonacearum with G. sepium. Root nodules died following complete tree
pruning. In treatments with G. sepium, very few fine roots could be found near the soil
surface for eight year old trees although a considerable number could be found for two year
old trees. Future work in this area, which is the subject of the Ph.D. thesis of Patrick
Chesney, a student from Guyana, includes economic evaluation of the use of live stakes in
vegetable production and more detailed studies of N transfer in the system, looking
specifically at the effect of different tree pruning regimes on nodule duration and activity.

In a greenhouse trial, tomatoes were grown either with tree mulch covering the soil, tree
mulch incorported to a five cm depth or tree mulch mixed with all the soil of the pot. The
highest crop biomass at 80 days after transplanting was obtained with shoot prunings of E.
poeppigiana, followed by G. sepium and C. calothyrsus. In the mulch and incorporated
treatments, the fine roots accumulated where biomass was applied while the mixed material
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gave a more regular distribution of fine roots. The highest crop biomass was observed
when the tree biomass was incorporated to a 5 cm depth.

Component 3. Agroforestry technologies for soil conservation for annual crop
production and natural resource management.

Work in collaboration with the National Center for Organic Agriculture showed that alley
farming with E. berteroana could be combined with animal traction on relatively sleep
slopes (40%) to permit annual crop production with little soil loss.  Preparations for a
student thesis to be carried out in 1999 showed that trees for palmheart production (Bactris
gasipaes) are frequently planted up and down slopes on relatively erodible soils in the
Guapiles area of Costa Rica. As these trees are frequently interplanted with annual crops as
well as timber trees, potential exists for developing a much more sustainable agroforestry
system on these readily degradable soils especially as a market has recently developed in
the area for tabasco peppers.

The use of fallow strips, consisting of planted trees and native vegetation, is considered a
promising area of research for this subline because it offers the prospect of combining
fertility maintenance with the maintenance of biodiversity and populations of natural
enemies of crop pests. It is hoped to collaborate with the IPM program in initial research
efforts to be financed by the NORAD project in Nicaragua. Further funding from
DANIDA is also being sought.

Conclusions

Although the production of annual crops in agroforestry systems has been criticized for not
offering a means of improvement of the well-being of rural populations, there appear to be
situations in which it can contribute to both maintenance of the resource base and provision
of food and other essentials. Research has identified important differences in the
characteristics of potential components (for both crops and trees) which indicate that the
proper selection of these components can considerably enhance both the socioeconomic
and biophysical benefits of the agroforestry systems on hillslopes. At the same time as this
knowledge is increased and more specific interactions understood, it is probably advisable
to upscale the focus of research to include problems of greater regional impact: production
of products with greater market potential, use of products acceptable for organic agriculture
and interactions to control pests, and increasing the biodiversity of the non-crop component
to include natural enemies of crop pests.
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SUGGESTIONS FOR FUTURE DIRECTIONS IN AGROFORESTRY RESEARCH
AT CATIE

Fergus L. Sinclair'
'Unit of Development of Agroforestry Systems, Area of Watersheds and Agroforestry
Systems. CATIE, Turrialba, Costa Rica

Resumen

Coherencia entre las actividades de investigacion agroforestal de CATIE podria ser
mejoradada organizandolo sobre dos ejes; el primero por medio de la presentacién de las
pricticas agroforestales y el otro por medio de las funciones que estos cumplen. Las
actividades de investigacién podrian ser manejadas a nivel de interseccion de la practica y
funcién. La investigacion interdisciplinaria en agroforesteria, incluyendo el trabajo en
cultivos anuales y sistemas silvopastoriles, requiere de la cooperacién de las diferentes
dreas del CATIE y de la existencia de lineas de investigacién separadas y sélidas sobre
cultivos y ganaderia. La investigaciéon sobre mercadeo de productos y adopcion de
intervenciones deben constituir una parte esencial de la agenda de investigacion
agroforestal, la cual también debe abarcar servicios ambientales globales y su integracién a
nivel de finca, paisaje y region.

Palabras claves: Agroforestry, global-environmental-services, research-strategy, socio-
economics

The present situation

CATIE has pioneered research in agroforestry for almost half a century and is the leading
institute world-wide for research on the integration of shade and timber trees in perennial
crop systems and was until recently a world leader on tree fodder.

The agroforestry section at CATIE (research line 3) comprises ten components organised in
three sub-lines (Box 1). The sub-lines are, in fact, types of farming practice rather than
areas of research and the components are not directly comparable with one another as they
vary in terms of how they are specified. Some relate to processes (e.g. 3.3.1 tree-pasture-
animal interactions) while others cover several aspects of a specialised practice (e.g. 3.2.2
productivity, interactions and management of coffee-timber tree associations). Neither are
the sub-lines or components comparable in their resource allocation. There are three core
staff heading four components in sub-line 2 on perennial crop systems, the other two
sublines combined have three staff heading six components.

The concentration of research is, therefore, in keeping with priorities in CATIE more
generally, heavily orientated towards perennial crops and within this to coffee. There is a
lot of activity on the management of soil fertility across practices together with a recent
shift in emphasis in silvopastoral research away from fodder trees and towards
rehabilitation of degraded land.

There is a noticeable paucity of socio-economic research across the entire programme and

no explicit mention of impacts at scales larger than that of the farm. This is despite the fact
that there are landscape scale issues implicit in developing timber resources and
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biodiversity through encouraging trees mixed with perennial crops and pastures as well as
in the environmental dimensions of developing organic and low input production systems.

Box 1 Agroforestry research sub-lines and components.
Source: Beer, 1998.

3.1 Agroforestry systems for production of annual crops on humid hillsides
3.1.1 Quantity and dynamics of nutrient release from organic material in annual
crop agroforestry systems
3.1.2 Agroforestry technologies for soil conservation for annual crop production
and natural resource management
3.1.3 Development of annual crop agroforestry systems for hillside soils of limited
fertility in the humid tropics

3.2 Agroforestry systems for perennial crops
3.2.1 Design and management of ecological and productive plant diversity in
shaded coffee plantations
3.2.2 Productivity, interactions and management of coffee-timber tree associations
3.2.3 Management of coffee agroforestry systems for organic/low input production
3.2.4 Cocoa-based agroforestry systems for remote buffer zones around protected areas

3.3 Silvopastoral systems for degraded lands in the humid tropics
3.3.1 Tree-pasture-animal interactions
3.3.2 Restoration of degraded pasture soils
3.3.3 Productivity of silvopastoral systems

requires integration of trees and agricultural crops or livestock at either the field, farm or
landscape scale. Agroforestry implies inclusion of social as well as ecological and
economic dimensions and the use of a systems approach.

Agroforestry at CATIE should, therefore, be as much a focus for joint activity amongst
sections as a separate section with a distinctive research agenda (Figure 1). To achieve this,
existing linkages with forestry and agriculture should be built upon and agroforestry should
organise interdisciplinary seminars that ensure exchange of ideas and information amongst
staff of different sections at all levels within the organisation.

The interdisciplinary nature of the current agroforestry research programme at CATIE is
compromised in two main ways.

e There are few core staff in the agroforestry section, and none that lead research
components, who have socio-economic qualifications and/or interests. Perhaps
because of this, there are few effective linkages with the socio-economic section,
and little research on these aspects of agroforestry. This is despite the critical
importance of research on marketing tree products and eco-friendly produce from
shaded and organic systems and the need to understand what influences farmer
adoption of agroforestry interventions.
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e The lack of separate research lines in either annual crop production or livestock
production make it difficult to see how coherent agroforestry research to integrate

{ Socio-economics

[ Agriculture ( o Agroforestry o & Forestry ]

\—/ Non timber forest products

Use of trees and
shrubs to control
soil erosion and
fertility on sloping
agricultural land

trees in such systems can be effective

Muliistrata agroforests
with secondary forest
vegetation

Figure 1. Agroforestry as a node in the agriculture - forestry continuum with a strong
socio-economic component.

The first problem is relatively easy to solve by creation of one or two positions for socio-
economists within the agroforestry section (these could either be new positions or transfers
from the current socio-economic section) coupled with greater interaction, starting from the
project design stage, with the socio-economic section. A minimum of two positions would
be appropriate - one associated with marketing and the other adoption (see Section 3.3
below).

The second problem can only be addressed by changing priorities and strategic planning at
CATIE. The principal question is whether the institute wishes to remain a centre of
expertise in tropical agriculture or become specialised in forestry and perennial crop
production. It is hard to see how the major concerns of donors to reduce rural poverty and
improve food security and the environment can be addressed, across the region, without an
adequate consideration of agricultural land use. Similarly, the credibility of a broad post-
graduate educational programme in agriculture will be difficult to maintain without some
consideration of staple crops and livestock. Issues in agroforestry are increasingly being
identified and addressed at the level of the farm system and the landscape, rather than the
plot (see Section 3.2 below). This requires consideration of what land uses exist in these
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geographic units rather than an a priori focus on only some of them. The exemplary
development of GIS facilities and expertise at CATIE put the institution in a strong position
to tackle landscape and regional level issues but if this is to be more than a descriptive tool,
then all significant agricultural land uses, and the various transformations of land use that
are possible, need to be considered. Research on annual crop production might best be
developed through strategic alliances with CIMMYT and CIAT but the animal component
requires substantial investment at CATIE.

Scale and coherence

In order to develop a coherent view. of agroforestry research, it is useful to separate out
research on specific practices and research on key functions that agroforestry should
perform (that correspond to some extent to disciplines). This is done in Table | for key
areas in agroforestry research at CATIE.

Table 1. Key research thrusts in agroforestry, showing disciplinary research on functions
that cut across practices. Global environmental services includes biodiversity, water
‘quality and yield and carbon sequestration.

Practices = Annual crops Perennial crops | Silvopastoral
(incl. fallows)

Functions |

Soil fertility
replenishment

Production and
marketing

Microclimatic
modification (&
competitive
interactions)

Global
environmental
services

Research activity could be located within cells in this table and by assigning a separate
research leader to each column and each row, a coherent programme for each practice and
discipline can be maintained. A matrix of this size is about right for the current staffing
level in agroforestry, allowing a different scientist to lead each aspect, and promoting
interdisciplinarity by defining activities as intersections of functions and practices. As
stated earlier, the annual crop and silvopastoral columns are dependent on the existence in
CATIE of appropriate agricultural and livestock programmes, respectively, and should be
integrated with these. A strategic decision needs to be made either to concentrate entirely
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on perennial crop systems and cut out research on annual crops and pastures or to invest
adequately in them to allow the creation of coherent programmes.

The practices

There are other major agroforestry practices in the region not listed in Table 1. The most
important of these are exploitation of non-timber forest products (NTFPs), homegardens
and linear arrangements of trees and shrubs (including boundary planting, live fences and
windbreaks). NTFPs are dealt with in forestry but there may be merit in formally
recognising the connections with agroforestry, especially with respect to domestication
(although ICRAF are very active in this area, lessening the need and opportunity for
CATIE to be so). Homegardens are intractable in research terms because of their
complexity and heterogeneity. While it may be worthwhile doing research to understand
and implement policy frameworks that lead to their continuance, technical research on their
improvement is likely to be less effective than farmers own efforts. A key exception to this
may be learning from farmers, and the successful systems they have created, about design
principles for complex multistrata systems, that could have broad applicability. Linear
planting, while very significant in the region, may not be an area of high returns to research
because there are no generic problems to address.

One way of retaining some work on practices not falling within research lines would be to
encourage but not confine students to work within research lines. This also would allow
CATIE more flexibility to respond to requirements of member countries and the students
themselves.

The functions

While CATIE is already strong in research on both soil fertility and microclimatic
amelioration and competitive interactions, there is a need to expand in the areas of
marketing (as mentioned in Section 2 above) and global environmental services. Recent
recruitment and research projects show an increasing interest in biodiversity and carbon
sequestration but there appears to be no activity on water yield and quality despite large
problems with agriculture contaminating water supplies in the region and the agroforestry
section at CATIE having 'watersheds' incorporated in its title. Most significantly there is
not at present any administrative means of developing a coherent research programme in
the area of global environmental services because there is no corresponding research line in
the agroforestry area. Conservation of biodiversity appears explicitly in the forestry
research line and conservation of germplasm in agricultural research line 1. There is also a
lot of interest in valuing environmental services in the socio-economic section. Enhancing
natural and social capital to develop sustainable rural livelihoods through agroforestry is
now the global focus of agroforestry research. To remain relevant into the next decade,
CATIE's agroforestry research programme will need to incorporate explicit consideration
of global environmental services and be able to scale up biophysical and socio-economic
results to predict effects at landscape and regional scales.

Adoption

The need for socio-economic research on adoption of agroforestry interventions does not fit
as either a row or a column in Table | because it cuts across all activity. There is as much
need to consider the economic viability of different options for adding organic matter to
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soils as there is for alternative ways of incorporating timber or shade trees in coffee.
Adoptability should not be restricted to ex post evaluation of interventions once they have
been designed, but should be an integral part of research projects to ensure that they remain
appropriate for farmers; something now increasingly embraced in participatory research
approaches. The adoption of interventions depends on their impact on profitability, risk
and other socio-economic factors and, therefore, these require consideration from the
outset. Socio-economists, working on adoption, with linkages both to the research lines in
the agroforestry section and across to the socio-economic section is, therefore, proposed.

Conclusion

CATIE's mission is broad, and a strong agroforestry research section central to its
achievement. But either the institution will have to broaden the base of its agricultural
research so that it can improve people's well being by developing conservation and
sustainable use of natural resources or reformulate a narrower mission statement
commensurate with a more tightly focussed research agenda.

Literature cited
Beer, J., 1998. Research sub-lines and components in the area of watersheds and
agroforestry systems. Discussion document, CATIE, August, 1998.
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Resumen

Fueron comparados el contenido de nutrimentos en Gliricidia sepium (Jacq.) Walp., Inga
edulis Mart., Canavalia ensiformis (L.) DC, Mucuna deeringiana (Bort.) Small, Calliandra
calothyrsus Meissn., estiercol de ganado, gallinaza y bocashi, un compost que contiene
36% suelo, 18% cascara de arroz, 18% carbon, 3.6% cal, 18% melaza y 6.4% cascarilla de
arroz. Se realizaron andlisis del matérial aplicado, del suelo, y del maiz, 20, 40 y 60 dias
después de la siembra. Los materiales de origen animal presentaron los mejores resultados,
debido principalmente a sus mayores contenidos de fdésforo y calcio, elementos muy
deficientes en este suelo.

Palabras claves: Ca deficiency, green manures, managed fallows, nutrient cycling, P
deficiency

Introduction :

Various factors have been identified which determine the rate of release of nitrogen from
the prunings of N-fixing trees used in agroforestry systems (Palm, 1995), especially the
(lignin+ polyphenol):N ratios (Mafongoya et al., 1998). There has been little work with
other elements (Lupwayi and Haque, 1998). In this paper, we report on the greenhouse
phase of a study in which nutrient release from different tree mulches, herbaceous green
manures, animal manures and mineral fertilizer was determined by their disappearance
from the applied materials, changes in soil nutrient levels and nutrient levels in maize
plants.

Methodology

A pot study was set up in a greenhouse in Turrialba, Costa Rica in January of 1998. 144
pots were each filled with six kg of an air dried soil with the following characteristics: pH
in H,0- 5.03, Kjeldahl N- 1 mg g, P (Olsen)-3.43 mg kg, K (Olsen)-0.03 cmol (+)kg"' ,
Ca (KCD-0.27 cmol (+)kg'l , exchangeable acidity-0.08 cmol (+)kg".

There were twelve replications (pots) of each of the following treatments:

Unamended control

9 g of 18-5-15-6-0.67-7.3 commercial fertilizer (N-P-K-Mg-B-S)

26.46 g of air dried leaves and green stems of Gliricidia sepium (Jacq.) Walp.

52.92 g of air dried leaves and green stems of G. sepium

57.7 g of air dried leaves and green stems of Inga edulis. Mart.

54.92 g of air dried leaves and green stems of Calliandra calothyrsus Meissn.

59.44 g of air dried leaves and green stems of Canavalia ensiformis (L.) DC

49.32 g of air dried leaves and green stems of Mucuna deeringiana (Bort) Small

94.8 g of dried chicken manure

WRNAAR WD =
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10. 71.42 g of dairy manure
11. 142.2 g of bocashi, a rapidly composted material consisting of 36% soil, 18% rice hulls,
18% charcoal, 3.6% agricultural limestone, 18% molasses and 6.4% rice bran.
12. 284.4 g of bocashi
Based on an area of 0.054 m’ per pot, the above treatments would all correspond to an
application rate of 300 kg of N ha™' with the exception of treatments 3 and 11 which would
correspond to 150 kg N ha'. The pots were arranged in a completely random design.
Twelve seeds of maize (Zea mays L.), variety “Diamantes,” were planted in each pot. Pots
were maintained at field capacity throughout the experiment. Maize was thinned to eight
plants per pot ten days after planting. Twenty, forty and sixty days after maize planting,
four pots corresponding to each treatment were harvested and the soil, the amendment and
the maize biomass components were separated. Dry weight of each component was
determined and they were analyzed for N, P, K, Ca and Mg content. Maize height was also
determined.

Results and discussion

Animal derived amendments had much higher P and Mg contents than tree or herbaceous
mulch materials (Table 1). The K content of G. sepium and Ca content of C. ensiformis
were comparable to the animal derived materials. Soil N levels were increased
significantly by all amendments (Table 2) and levels of Olsen extractable P were
signficantly higher in soil with all animal derived amendments. Twenty days after
- application, soil K levels were significantly higher than the control in the higher G. sepium
mulch treatment, the mineral fertilizer treatment and the animal amendments, reflecting the
high solubility of this element. = No plant based amendment resulted in a significant
increase in the Ca level of the soil although C. ensiformis had a significantly higher Ca
content than all other plant amendments. Soil Mg levels were only significantly increased
by mineral fertilizer and animal manures. Lupwayi and Haque (1998) found insignificant
levels of Ca and P release from leucaena and sesbania prunings over a five week period.

Maize growth was only satisfactory with the animal amendments although N content of
plants was generally higher with the plant derived amendments with the exception of I.
edulis (Table 3). P contents did not differ significantly among treatments. K contents
were higher than the control in all treatments and were generally above critical levels.
Adequate Ca levels only occured in the treatments with chicken manure, bocashi and no
amendment. Low Ca levels and slow rates of release made all amendments an inadequate
source of this nutrient but Mg levels were considered adequate in all treatments.

Conclusions

The present study showed that in infertile soils of the tropics, release of N and P from tree
based mulches, which has received the bulk of research attention, does not always
determine plant response to tree based amendments. All treatments had adequate levels of
N and P although N levels were slightly lower with C. calothyrsus and I. edulis as is
predicted by their high (polyphenol + lignin): N ratios (Palm, 1995). Maize growth was
adequate with cattle manure although N levels in this treatment were lower than with the
plant based mulches. Due to the low soil Ca content, Ca was the most critical nutrient in
this experiment. Animal based manures probably performed better because they could
supply Ca rapidly to the growing crop. Species such as Gmelina arborea and C.
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ensiformis have been shown to be Ca accumulators, but the release of Ca which is stored
in cell walls, is probably too slow to benefit annual crops in the season of application.

Literature cited

Lupwayi NZ and Haque I (1998) Mineralization of N, P, K, Ca, and Mg from sesbania
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GREEN MANURES AS A NUTRIENT SOURCE IN A TROPICAL HILLSIDE
AGROECOSYSTEM IN COLOMBIA
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Resumen

En experimentos de campo y laboratorio realizados en El Pescador, Valle, Colombia y en
las instalaciones de CIAT en Palmira, Colombia, se evalu la capacidad de especies lefiosas
y no lefiosas a suplir N a arroz (Oryza sativa). Las tasas de liberacion fueron en orden
decresciente:  Indigofera constricta >Mucuna deerengianum>Mucuna pruriens var.
Brunin>Tithonia diversifolia = Canavalia brasiliensis > M. pruriens var. Tlalt> M.
pruriens var. IITA >Cratylia argenta. El arroz obtuvo las mayores cantidades de N de M.
deerengianum, M. pruriens var. Brunin, T. diversifolia y C. brasiliensis. Estos materiales
también tenian el contenido de N y digestibilidad in vitro mas alto y las relaciones
lignina/N y (Lignina+ polifenoles)/N mas bajos.

Palabras claves: Canavalia brasiliensis, Cratylia argenta, decomposition rates, Indigofera
constricta , litter bags, Mucuna deerengianum, Mucuna pruriens, N release, N cycling,
Oryza sativa, Tithonia diversifolia

Introduction

Both herbaceous and woody plants are traditionally used in Latin America as biologically
improved fallows to restore fertility and control weeds in farming systems (Kass and
Somarriba, 1999). The choice of the best species for such improved fallows is receiving
considerable research attention in recent years. Much of this work is of necessity site-
specific. However, it is also hoped to be able to identify the most appropriate species on
the basis of the concentrations of nutrients and other compounds which regulate
decomposition rates (Palm, 1995; Mafangoya et al., 1998). Herbaceous species used for
fertility restoration are generally referred to as green manures; however, the term can also
be applied to woody species used in managed fallow agroforestry systems. The potential
of different green manures for a tropical hillside agroecosystem in Colombia was evaluated
by means of field and greenhouse experiments.

Methodology

The greenhouse study was carried out in a facility with air filters and humidity controls
located at the Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) in Palmira, Colombia
(3°30’ N, 76°21’W, 965m above sea level). Mean temperature and relative humidity in the
greenhouse during the study were 21°C and 67%. The following species were evaluated in
the study: Tithonia diversifolia (TIT), Indigofera constricta (IND), Cratylia argentea
(CRA) and Calliandra calothyrsus (CALL) produced at the CIAT farm in El Pescador,
Colombia and taken from plots cut four, four, six and seven months, respectively, after the
last cutting, and Canavalia brasiliensis (CAN), Mucuna deerengianum (MDEE), Mucuna
pruriens var. IITA (MPIT), M. pruriens var. Tlalt (MPTL), and M. pruriens var. Brunin
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(MPBR) harvested from CIAT (Palmira) plots, seeded 90 days previously, which were
flowering at the time of cutting.

Leaves with petioles of all species were dried at 55°C to constant weight, cut into 1.5 cm
pieces, and applied at a rate calculated to supply 100 kg ha! N to pots containing 1.5 kg of
an Oxic Dystropept soil collected at the Pescador site which had the following
characteristics: pH 5.1; organic C 49.6 mg g"; total N 3.417 mg g"; N-NH; 12 pg g"; N-
NO: 42 pg g': Bray P4.63 pg g'; exchangeable Al, Ca, Mg and K 1.14, 2.54, 0.86 and
0.63 cmol kg'; B 0.31; Zn 5.06 pg g”'. Triple superphosphate at a rate of 50 kg P,Os ha™
was applied to all plots. In addition to the nine fallow species, there were three controls
which received 0, 50 and 100 kg N ha' as urea . Five pots were assigned to each treatment
in each of the replicates for a total of 240 pots. Fifteen days after placing the soil in pots
and watering them with deionized water, five seeds of rice (Oryza sativa), var. Orizyca
Savana 10, were planted in each plot at a depth of 10 cm. Plants were thinned to leave two
plants per pot ( 2.6 X10° pl ha') and one pot in each treatment was harvested 2, 4, 8, 12 and
20 weeks after planting.

At the time of application, all green manures were analyzed for their content of C, N, P, K,
Ca, Mg, B, Zn, lignin, neutral detergent fibre, acid detergent fibre, N fixed as acid detergent
fibre, hemicellulose and polyphenols. Dry mattter production and N content of above
ground portions of rice plants were determined at each harvesting date. At each harvest
date, soil in the pots was divided into 0-4 and 4-10 cm depths and analyzed for N-NH, and
N-NO;. :

In a field experiment, changes in green manure dry matter and N content were evaluated
using litter bags. Leaves of CAN, TIT, CRA, IND, MDEE, MPIT, MPTL, MPBR, as well
as stems of MPIT (MPITt) and IND (INDt) and a mixed leaf and stem sample of these
species (MPITx and INDx) were packed in nylon bags at a rate of 3.3 t ha™' and deposited
on soil recently planted at the El Pescador site.

Results and discussion

In the greenhouse experiment, soil N mineralization was higher in the first 4 cm of soil. An
initial increase in soil inorganic N (Ni), followed by a decrease, principally in the urea
treatments, could be explained by a combination of losses due to plant uptake and
denitrification. Lower concentrations of N-NO; than N-NH; were attributed to higher
moisture in deeper soil layers. Significant N immobilization was observed for all
treatments at 4 weeks in the 4-12 cm sample with the exception of the urea, IND and CALL
treatments; but when both soil layers were considered, no significant N immobilization was
detected. Crop uptake by week 20 was significant higher in the higher urea treatment,
CAN, CALL and MPIT than in the control. Soil N-NO; and N-NH4 contents correlated
with intial ADF, NDF, N-ADF, DIG, C/N, L/N, polyphenol/N and (Lignin + polyphenol)/N
ratios of the plant material. Crop N content was negatively correlated with initial N, ADF,
Po, C/N, Po-N and (L+Po)/N ratios indicating that plant materials with slower N
mineralization rates promoted greater crop uptake and thus a greater synchrony between N
mineralization and crop uptake.
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Over twenty weeks, dry matter and N release followed a negative exponential pattern in the
field experiment. The dry matter decomposition rates followed the order: TIT>
IND>MPTL>MPBR>CAN = MPIT=MDEE >MPITx>INDx> CRA =MPITt> INDt while
N release rates were IND> INDx> MDEE > MPBR > TIT = CAN > MPTL > MPIT > INDt
> MPITx > CRA > MPITt (Table 1). Loss of dry matter correlated with initial N, K, Mg,
Lignin (L), acid detergent fibre (ADF), neutral detergent fibre (NDF), in vitro digestibility
(DIG) and C/N, L/N and (L+polyphenol)/N ratios of the plant materials while N release
correlated with initial N, L, ADF, NDF, DIG and L/N and (L+polyphenol)/N ratios. The
combination of stems and leaves changed the dynamics of DM and N release, suggesting
possible interactions between stems and leaves in the mixtures.

Table 1. N remaining (% of initial amount) in the different plant amendments in each
evaluation period of the experiment. Values followed by the same letter do not differ
significantly at p = 0.001

Conclusions

The chemical characteristics or quality (Palm, 1998) of green manures plays an important
role in decomposition, N release and N mineralization dynamics. Green manures can be
used as complements or substitutes for mineral N fertilizer applications due to their
potential for high N inputs to the soil. It is important to synchronize N release with N
uptake by the crops in order to increase N use efficiency and minimize N losses which
might have undesirable environmental consequences.
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Resumen

Se estudié una rotacion de maiz (Zea mays L.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo
Andic Eutropept (Eutric Cambisol) franco, halositico, isohyperthermico al cual le fueron
aplicados dos veces al afio un mantillo de Erythrina poeppigiana (Walp.) O.F. Cook (8328
kg DM ha' aiio”! con un contenido de 2.76 mg P g'') o estiércol de ganado (9424 kg DM
ha' afio”! con un contenido de 2.96 mg P g') con o sin P mineral (39 kg ha' afio” como
triple superfosfato). P mineral (Pi) y organico (Po) fueron fracionados en tres
profundidades (0-5, 5-10 y 0-20 cm).  Estiercol y el mantillo sin P produjo mayores
producciones de maiz y frijol (2895 y 913 kg ha™' afio') que solamente fertilizante mineral
(1936 y 664 kg ha™' afio!). En el caso de estiércol, tampoco se redujeron las reservas de Po
del suelo.

Palabras claves: bioavailability, Hedley procedure, phosphorus fractionation, soil depth,
soil rehabilitation

Introduction

Traditional production systems such as agroforestry, shifting agriculture and various
mulch-based systems (Thurston, 1997) derive the greater part of the nutrients required for
crop production from organic sources. Reduced subsidies for inorganic nutrients and
increasing interest in avoiding the use of agricultural chemicals has increased the reliance
on organic nutrient sources for production of annual crops in many areas, including Central
America, where a large part of the soils used for annual crop production are of volcanic
- origen. CATIE’s research in Turrialba, Costa Rica, has focused on producing traditional
food crops from organic and inorganic nutrient sources, including N fixing trees (Kass et
al., 1995). The objectives of the present study were : 1) to see whether organic nutrient
sources (tree prunings and dairy manure) were more or less effective sources of nutrients
tor food crops than traditional mineral fertilizers; 2) to estimate sizes of different P pools ,
both organic and inorganic, through a sequential extraction process (Hedley et al., 1982);
and 3) to determine the best depth of sampling for such studies.

Methodology

A split-plot experiment in randomized complete blocks was set up on an Andic Eutropept,

fine, halloysitic. isohyperthermic in 1982 with a rotation of Zea mays L. and Phaseolus

vulgaris L. After thirteen years, fractions of soil P were characterized by the method of

Hedley et al. ( 1982) in the following treatments:

I. 40t ha' yr" fresh weight cattle manure plus mineral fertilizer (39 kg ha™' yr' as triple
superphosphate)
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2. As (1) but without mineral fertilizer

3. 40 t ha'yr' fresh weight prunings of Erythrina poeppigiana (Walp.) O.F. Cook plus
mineral fertilizer

4. As (3) but without mineral fertilizer

S. E. poeppigiana trees planted at 3 X 6m associated with crops and pruned twice yearly,
with mineral fertilizer

6. Control receiving same mineral fertilizer as (1)

Total nutrient additions resulting from these treatments are given in Table 1. Crop yields
and residue production were determined each year. N fixation and nutrient pumping by E.
poeppigiana were estimated from yearly increases in biomass production of the trees
(Tavares da Costa, 1995). Soil samples were taken at the end of the experiment and C was
determined by the Walkley-Black procedure, N by Kjeldahl, K and P by extraction with
modified Olsen extractant, exchangeable Ca and Mg by extraction with NH4OAc. Samples
were taken at a 0-5, 5-10 and 0-20 cm and subjected to sequential P fractionation (Hedley
et al., 1982). Effects of time, depth of sampling and treatments on the size of each fraction
were estimated by analysis of variance.

Table 1.Total nutrient additions (kg ha) from organic and inorganic sources during

13 years.
Treatment C N P K Ca Mg
1. Cattle manure +P 61256 2015 735 2900 1580 789
2. Cattle manure-P 61256 2015 351 1820 1300 689
3. Erythina mulch +P 54236 2977 683 2965 1281 711
4. Erythrina mulch -P 54236 2977 299 1885 1001 611
5.Erythrina associated+P 448* 437* 1717*  434%* 106*
6. Control + P 384 1080 280 100

* Includes estimatc of N fixed or amount of nutrient pumped by trees from lower soil depths

Results and Discussion

Values in the P pools were considerably higher if only the surface 0-5 instead of 0-20 cm of
soil were considered but relative sizes of different pools remained similar (Tables 2 and 3).
It is more difficult to extrapolate from the 0-5 cm depth to a hectare basis. Use of dairy
manure produced the largest inorganic phosphorus pools. Application of mineral P
appeared necessary to increase the size of organic P pools. However, the difference in size
of the organic pools with and without the addition of mineral P is much smaller if only the
0-5 cm depth is considered, only attaining statistical significance in the case of the organic
NaOH extraction for mulch. With or without the addition of mineral P, the size of all
fractions was significantly greater when dairy manure was used. Interaction of treatment
and depth of sampling was significant for inorganic resin, biocarbonate and hydroxyl P as
well as for total P but not for any of the organic fractions. Maize yields appeared to be
more related to P availability than bean yields and organic P (Table 2). The presence of a
mulch may be more important than P availability in determining bean yields, because
beans are grown in the drier period of the year. Nevertheless, bean yields are significantly
higher in the mulch+P treatment than in the mulch-P. In the case of manure, however, bean
yields are higher without additional mineral P. Organic nutrient sources were also an

189



effective source of other elements (Table 4). Association with trees increased soil C and N
levels more than other treatments. Both mulches and manure brought about increases in
soil K. The Ca and Mg content of the manure is greater than that of the mulch (Table 1)
The levels of Olsen P
also reflect the effectiveness of the organic and inorganic P sources and correspond quite
closely to the levels of inorganic resin and bicarbonate P in the fractionation.

and manure was a more effective source of Ca and Mg (Table 4).

Table 2. P content (mg kg'') in different soil fractions (0-20 cm depth) and crop yields

(mean of 12 yrs- kg ha™') resulting from alley cropping and mulch treatments in Turrialba,

Costa Rica.

Values followed by the same letter in the same horizontal row do not differ significantly

by Duncan’s multiple range test at p=0.05.

Table 3. P fractions (mg kg') following different inorganic and organic additions (0-5 cm

depth)
P fraction Manure+P

Pi resin 40.6 a
Pi NaHCO, 57.6a
Pi NaOH 550.1 a
Pi HCI 42.1a
Po NaHCO3 79.5 a
Po NaOH 620.4 a
P residual 10134 a
P total 2043.7 a

Manure-P

369 a
474 a
449.7 ab
30.3a
74.1 a
6105 a
1001.1 a
2250.0 ab

Mulch+P

215b
383b
4306 b
19.4 ab
68.8 ab
580.9 ab
988.6 a
2148.1 a

Mulch-P

12.1b
3490
305.1b
174 b
59.2b
517.7¢
975.2a
1921.6 a

Trees
associated+
P
104 b
327b
441.0b
19.1 b
73.1a
6139a
940.7 a
21309 ab

Control +P

11.2b
20.6 ¢
472.2 ab
178 b
66.1 ab
5374 b
1027.3 a
2152.6a

Values followed by the same letter in the same horizontal row do not differ significantly by
Duncan’s multiple range test at p=0.05
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Table 4. Soil properties of surface 20 cm in the 13" year of experiment in Turrialba, Costa
Rica.

Element Manure Manure Mulch+P Mulch-P Trees Control +P

+P -P associated
+P
Organic C (mg_F'" 35.95 31.56 33.00 31.10 37.05 32.65
Total N (mgg’ ) 2.80 2.50 2.60 2.50 2.90 2.50
Olsen P (mq kg' 37.3 28.7 24.2 13.0 21.4 21.6
K (cmol kg‘_)r 0.84 0.88 0.89 0.98 0.70 0.54
Ca (cmol kg) 5.67 5.80 437 4.96 3.88 3.77
Mg (cmol kg™) 2.25 222 1.38 1.71 1.33 0.97
Conclusions

In an Andic Eutropept derived from volcanic ash, with lower P retention than Andisols,
organic nutrient sources, especially dairy manure, gave higher crop yields than mineral
sources over 13 years. Levels of most elements in the soil after 13 years of cropping,
especially P and bases, were related to the amounts applied, with organic sources again
being more effective. Zech et al. (1990) states that the higher content of N, P, and Ca in
animal manures leads to a more rapid mineralization of less stable organics and an
enrichment of the more stable humus fractions rich in aromatic constituents. Addition of
animal manures increases both the mineral and organic P fractions. In the 0-5 cm layer,
organic P levels are higher with manure than with mineral P application.
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FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE ADOPCION DE
PRACTICAS AGROFORESTALES EN EL MUNICIPIO DE SAN JUAN
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Abstract

Factors that influence the adoption, adaptation and knowledge sharing (among farmers) of
agroforestry practices in the municipality of San Juan Opico, El Salvador were determined.
Small farmers adopt agroforestry practices to meet firewood needs, to generate wood for
local consumption/sale and for environmental benefits. Important factors that influence the
adoption process include material incentives, technical assistance, land tenure, farm size
and projected benefits. The principal adaptation observed was an increase in tree spacing to
favor crop production. Knowledge sharing has taken place among farmers resulting in an
incipient multiplier effect. Strategic inputs such as seedlings, nursery bags, seeds and
technical assistance were found to be vital to sustain the adoption process.

Introduccién

Varios programas de desarrollo forestal se han implementado en El Salvador, con el
objetivo de generar productos forestales y reducir la presion sobre los bosques naturales
remanentes (Geilfus, 1997; Belaunde y Rivas, 1994). Algunos de estos proyectos
promocionaron la siembra de arboles intercalados con cultivos anuales. Un ejemplo de
fomento agroforestal sucedié en el municipio de San Juan Opico, donde desde hace seis
aiios, se han llevado a cabo varios esfuerzos incluyendo los del proyecto MADELENA de
CATIE que se implementé en colaboracién con el Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal (CENTA). Este estudio investigd esta base de experiencia para
determinar los factores que han influido en la adopcion, adaptacién y la transferencia de
pricticas agroforestales entre agricultores en San Juan Opico.

Metodologia ~

La investigacion se ejecuté en dos fases de campo. En la primera fase, se hizo un recorrido
rdpido por la mayoria de las fincas en cuatro comunidades que participaron en proyectos
agroforestales seleccionando un total de 57 agricultores. Los agricultores fueron divididos
en cuatro grupos: 1) agricultores que adoptaron, 2) no adoptaron, 3) y adaptaron pricticas
agroforestales, y por tltimo, 4) aquellos que sembraron arboles sin el apoyo directo de
técnicos. En la segunda fase de campo, se emplearon encuestas, entrevistas informales,
talleres con agricultores, técnicos y lideres de proyectos, complementando los datos con
informacion de CENTA y del CATIE. Se evaluaron 26 parcelas temporales de E.
camaldulensis registrando la edad, densidad, dap, altura, supervivencia, y luego se calculé
el drea basal, volumen e incrementos medios anuales (IMA) de las distintas variables.
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Resultados y discusion
Practicas agroforestales
Se observaron los siguientes précticas agroforestales en las fincas del municipio:

- Sistema taungya: Se establecié en la mayoria de las fincas estudiadas (28
fincas).

- Cerca viva: Las cercas vivas de Gliricidia sepium representan la practica
agroforestal tradicional mas comin en el municipio.

- Linderos de linea doble

- Cultivo en callején

- Arboles dispersos

Factores que influyen en la adopcion de practicas agroforestales

Incentivos

Los insumos estratégicos (bolsas de polietileno, semillas o arbolitos, asistencia técnica)
fueron incentivos claves para iniciar el proceso de adopcién de précticas agroforestales y
segun los técnicos y agricultores son vitales para sostener el proceso. El bajo ingreso de los
agricultores imposibilita la compra de semillas, bolsas o plantas.

Tenencia de la tierra

La promocién de la siembra de arbolitos se dirigié a agricultores que son propietarios de
sus terrenos. Ser propietario da seguridad a los agricultores que los productos generados
serdn para su uso. Los productores arrendatarios no se animaron para plantar porque temen
problemas posteriores con los duefios del terreno, y dudan tener acceso a los futuros
beneficios.

Asistencia técnica

Los técnicos/extensionistas han jugado un papel importante en el proceso de adopcion de
practicas agroforestales. El aumento de las parcelas agroforestales se logr6 gracias a cursos
de capacitacion, el éxito de viveros comunales y el desarrollo rédpido de los arboles en las
parcelas.

Beneficios de los arboles

Segiin los agricultores, los drboles les generan tres beneficios: mejoramiento del medio
ambiente, lefia y madera. La lefia, como recurso energético, es vital en todo el municipio. El
aprovechamiento de madera de plantaciones sigue siendo limitado debido a: 1) la edad
joven de los arboles (promedio 3,5 aiios); 2) los agricultores tienden a aprovechar drboles
s6lo cuando es estrictamente necesario; y 3) el interés de los productores en servicios
ambientales (proteccidn del suelo, sombra, belleza escénica, etc) ofrecidos por los arboles.

Tamaiio de la finca

Las fincas tenian un promedio de 1,82 ha. Una parte importante del drea se destina a
hortalizas, yuca y granos basicos lo que limita el potencial de sembrar plantaciones
forestales en bloque (taungya o bosquete). Los linderos y cercas vivas se perfilan como
précticas mds promisorios segun los productores.



La ley del medio ambiente

Los agricultores experimentan problemas en el tramite de permisos para el
aprovechamiento de arboles. La falta de confianza en los procedimientos legales ha
limitado el interés de los agricultores en practicas agroforestales.

Adaptacion de pricticas agroforestales

Fueron identificadas pocas adaptaciones en las parcelas establecidas. La adaptaciéon mds
frecuente fue un aumento en el espacio entre arboles para permitir la propagacién exitosa
de cultivos anuales entre los drboles.

Dificultades en el manejo de los sistemas

Gran parte de los agricultores tuvieron problemas con el ataque de zompopo (Arta spp)
durante el establecimiento de sus plantaciones. Algunos técnicos y agricultores recolectaron
semillas de los drboles para expandir las précticas agroforestales, pero el manejo
inadecuado de las mismas durante la fase de germinacidn dio un resultado desfavorable.

Efecto multiplicador

Se observa un efecto multiplicador incipiente como resultado de intercambios de
experiencias entre agricultores durante dias de campo y a través de observaciones y
contactos directos entre vecinos que implementan practicas agroforestales.

Aspectos silviculturales

E. camaldulensis, por sus usos multiples, rapido crecimiento (Cuadro 1) y resistencia a la
sequia, ha sido la especie que mds ha despertado interés entre los agricultores. Una parte de
los agricultores plantaron arboles en terrenos degradados designando sus mejores suelos a
la siembra de cultivos anuales. Por ende, los drboles se plantaron en suelo compactado por
el pisoteo de ganado, terrenos pedregosos y de fuertes pendientes, lo que explicé en parte,
el bajo desarrollo de algunas parcelas.

Cuadro 1. Crecimiento y productividad de Eucalyptus camaldulensis en sistemas
agroforestales en San Juan Opico, El Salvador

Variable Promedio Minimo Miximo
Edad (meses) 37.0 35.0 46.0
Dap (¢cm) 74 4.0 12.7
IMA* - dap (cm afio™") 24 1.2 3.3
Altura (m) 84 53 139
IMA - Altura (m afio™) 2.7 1.7 38
Arca basal (m*ha™) 6.2 1.8 24.4
Volumen (m"ha") 28.3 5.7 160.9
IMA - Vol (m*ha” afio™) 8.9 1.8 42,0

*Incremento medio anual
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Conclusiones

Los incentivos, incluyendo la asistencia técnica, fueron vitales en la adopcién de practicas
agroforestales en el municipio de San Juan Opico, El Salvador. Los agricultores buscan
beneficios que no fueron anticipados por los proyectos incluyendo la proteccién de los
suelos y servicios ambientales. El valor estético de los arboles fue el beneficio mds
mencionado por los agricultores. Sin embargo, la poca disponibilidad de tierra y la
necesidad de sembrar cultivos de auto-consumo limita la plantacién de drboles en bloque
(taungya y/ o bosquete). En cambio, lucen promisorios los sistemas en linderos y cercas
vivas. Dada la necesidad de crear condiciones favorables a los cultivos anuales, algunos
agricultores aumentaron el espaciamiento entre los drboles establecidos en bloque. El
efecto multiplicador ocurri6, a través de giras de campo e intercambios de experiencias
entre productores. Sin embargo, el efecto multiplicador en la zona no ha alcanzado la
magnitud deseada. La falta de insumos bdsicos (semillas, arbolitos, asistencia técnica) es la
principal barrera para la difusién de practicas agroforestales en el municipio.
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SCREENING FOR PROMISING TREES TO ASSOCIATE WITH COFFEE IN
CENTRAL AMERICA
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US.A.
: Development of Agroforestry Systems Unit, Watershed and Agroforestry Systems Area.
CATIE, Turrialba 7170, Costa Rica.

Resumen

En muchas zonas de caficultura intensiva en Costa Rica, problemas ambientales como
erosion de suelo o residuos de agroquimicos, junto con precios altos para insumos externos
y preciso bajos e inestables de café, motivaron el interés recién de diversificar cafetales con
drboles. Partiendo de listados publicados de atributos deseables para arboles de asocio con
café, este trabajo propone atributos de drboles que deberian ser evaluados para estimar la
compatibilidad potencial entre los arboles y café. Algunos atributos son vilidos para
cualquier arbol; otros son especificos para arboles maderables, de servicio o frutales. Este
trabajo conceptual forma una base para caracterizar especies arbdreas con vista hacia su
integracion en cafetales.

Palabras claves: Agroforestry, biodiversity, coffee, native species, service trees, shading,
timber trees

Introduction

Declining prices for coffee, rising prices for non-organic inputs and growing environmental
problems such as soil erosion, pesticide residues and loss of diversity have raised concerns
about the ecological and economic sustainability of high-input, unshaded coffee production
and rekindled interest in shaded production systems. Throughout Central America,
maintaining or increasing shade levels and tree diversity in coffee plantations has become a
priority (Echeverri et al. 1997, Galloway and Beer 1997, Beer et al. 1997, 1998). There is a
need to identify native tree species that have valuable products and are ecologically
compatible with coffee. This paper suggests which attributes should be assessed as an
essential input when screening tree species for their usefulness and compatibility with crops
in agroforestry associations.

Limitations to existing species descriptions

While some growth and product quality attributes are relatively well characterized for a
small number of tree species, particularly those which have long been known for timber
production or have a long history of domestication (e.g. Eucalyptus spp., Cordia spp.,
Pinus spp.) the information on other species (e.g. Myrsine pellucida-puntata,
Stryphnodendron spp.) is often limited to botanical descriptions. In the literature and
current species databases (e.g. at CATIE or ICRAF), information on site preferences, crown
attributes. competitiveness, phenology and silviculture is often incomplete or missing. In
other cases, the available information is of limited value for predicting the growth or
compatibility of a species in managed ecosystems such as agroforestry systems. For
example, information on natural distributions, such as species lists or forest type
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assemblages, does not necessarily indicate environmental preferences or physiological
plasticity. Factors such as seed dispersal, germination sites, interspecies competition or
biological heritage may have limited distribution more than the ecophysiology of the plant.

Proposing compatibility-relevant species attributes

In order to screen the large pool of native tree species (e.g. over 2000 tree species in Costa
Rica) for those with promise for inclusion in managed systems, a series of attributes, related
to their ability to provide services and useful products as well as their competitive
characteristics must be known. General lists of desirables tree attributes for agroforestry
associations (e.g. Beer 1987, Nair 1993) can be used as a basis for refining the relevant
attributes for a given production goal or environmental limitation. Among the tree
attributes that control the ecological compatibility of a tree with, for example, coffee, the
most important are: crown attributes, which influences the quantity and variability of
shading; root attributes, which influence below-ground interactions, particularly water and
nutrient competition with the crop; allelopathic properties; and growth dynamics, which
govern the intensity of above- and below-ground interactions. However, the relative
importance of a given attribute will vary with the biophysical limitations actually present
and the prevalent socioeconomic preferences for each site. There are two ways to collect
the bio-physical information: (1) from detailed studies on the growth and architectural
patterns and phenology of tree species, as have been done for many agronomic crops under
both natural and experimental conditions; and (2) from monitoring the growth of associated
crops as a result of shading or root interactions. Both avenues deserve further attention.

The future of trees in coffee

Assessing native species’ attributes to predict their potential usefulness to ameliorate
limiting biophysical conditions and to provide subsidiary products, and evaluating different
ways to integrate and manage them in agroforestry systems, provides information essential
for the design of systems which may not only be more ecologically sustainable but also
more attractive economically. For coffee systems, the proposed characterization of
attributes that determine compatibility should help to identify, from the wide spectrum of
available timber, fruit and service trees, those trees most appropriate for site-specific coffee
requirements and production goals. Developing compatible matches between trees and
biophysical conditions will ultimately help to slow ecosystem degradation and sustain
coffee production and quality (Muschler 1999a and b), while at the same time providing
increasingly-needed timber and non-timber forest products and reducing dependency on
external inputs.
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TIMBER SPECIES FOR SHADE IN NEW AND OLD COCOA FIELDS

G. Calvo', E. Somarriba'
'Development of Agroforestry Systems Unit, Watershed and Agroforestry Systems Area. CATIE, Turrialba
7170, Costa Rica.

Resumen

La diversificacion de la sombra en cacaotales nuevos y viejos de Talamanca, Costa Rica y
Bocas del Toro, Panama fue evaluada, comparando tres especies maderables y una especie
de “servicio” (leguminosa) como testigo. El cambio de la sombra no-comercial a
maderables es una inversién altamente rentable dado que no afecté a los cacaoteros en
aspectos tales como mortalidad, crecimiento diamétrico, arquitectura y produccién. El
asocio cacao-laurel (Cordia alliodora) era la alternativa econdmica mds viable.

Palabras claves: Cordia alliodora, Costa Rica, financial analysis, Inga edulis, Panama,
Tabebuia rosea, Terminalia ivorensis, Theobroma cacao, timber growth

Introduction

Since the late 1980's, agroforestry research involving cocoa was carried out in Talamanca,
Costa Rica and Bocas del Toro, Panama, together with local farmers and governmental and
non-governmental organizations. The objectives were to improve cocoa (Theobroma
cacao L.) production technology, to diversify crops and promote reforestation (Somarriba
et al., 1996a). Timber and leguminous tree species were evaluated as shade in old and new
cocoa plantations. In this paper, information on timber growth, cocoa production and
financial results are summarized.

Methodology

Three timber (Cordia alliodora, Terminalia ivorensis and Tabebuia rosea) and one
leguminous species (Inga edulis) were tested on private farms. In old cocoa fields, shade
trees were introduced to replace existing, non-regulated unproductive shade (Somarriba y
Calvo, 1998). Trials were established on five private farms, one or two blocks per farm,
four treatments per block (shade species) in a randomized complete block design. Farms
were selected in valley bottoms and hills (three blocks each) (Somarriba and Dominguez,
1994). The shade tree variables evaluated were: tree survival, growth (diameter at breast
height (dbh), total height, crown diameter), stem form, tree management costs and the
percentage of trees with crowns above the cocoa canopy 2.5 years after planting. Shade
trees were planted at 7x7 m (204 trees ha™').

In new cocoa fields, trials were established on two farms, one on the coastal plains of
Puerto Viejo, Talamanca and one in the hills of the Almirante ridge, Bocas del Toro. In
Puerto Viejo, three species (7. rosea not included) were planted in a randomized complete
block design with three replicates. In Bocas del Toro, four treatments and four replicates
were evaluated. The variables evaluated were: tree survival, tree growth (same variables as
in old cocoa fields). cocoa production and management costs (Somarriba er al., 1995 and
Somarriba et al., 1996b). Trees were planted at 6x6 m (278 trees ha'' ).
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Results

C. alliodora and 1. edulis had high mortality rates when introduced into existing cocoa
fields whereas T. rosea had only a 3% mortality after 4.3 years (Table 1). Heavy shade was
associated with mortality in /. edulis whereas poor drainage and flooding may explain high
mortality in C. alliodora. Leaf cutting ants were a severe problem for T. ivorensis. Timber
volumes at age four years were highest for T. ivorensis and lowest for T. rosea. No volume
figures were calculated for /. edulis which is not used for lumber.

Table 1. Survival and growth of cocoa shade trees in Bocas del Toro, Panama4 at 4.3 years of agc.

Species Mortality | Emergence |dbh h (m) Total volume
(%) from cocoa |(cm) (m*ha™)
canopy (%)
Cordia alliodora 36 35 15.9 13.5 21.2
Terminalia ivorensis |24 54 19.0 16.6 34.6
Tabebuia rosea 3 36 16.3 9.8 18.5
Inga edulis 38 16 14.0 10.5 -

Source: Somarriba and Dominguez, 1994

In new cocoa fields, mortality rates were high for both T. ivorensis and C. alliodora, and
very low for T. rosea (Tables 2-3). Wind damage (Bocas del Toro), leaf cutting ants and
soil fungus (both sites) reduced T. ivorensis survival. T. ivorensis produces high volumes
in short rotations but caution must be taken due to high mortality. C. alliodora grows better
than T. rosea (Tables 2-3). Cocoa production did not differ among shade treatments due to
differential management (thinning of timber species and pruning of 1. edulis) to provide
correct cocoa shade labels. Cocoa production differed between sites; low production in
Puerto Viejo was due to increased losses to pathogens (especially Moniliophthora roreri).

Table 2. Shade tree mortality and growth, and cocoa production in Bocas del Toro, Panam4 at 6 years of age.

Species Mortality |dbh (cm) h (m) Total volume |Cocoa (kg
(%) (m*ha’') ha' yr')

Cordia alliodora 4] 25.4 19.1 80.1 762

Terminalia ivorensis | 68 27.5 19.7 91.5 726

Tabebuia rosea 11 22.7 12.3 40.0 863

Inga edulis 22 20.2 - - 772

Source: Somarriba et al., 1995

Table 3. Shadc tree mortality and growth, and cocoa production in Puerto Viejo, Costa Rica at 4.3 ycars of
age.

Species Mortality |dbh (cm) h (m) Total volume Cocoa

(%) (m*ha”) (kg ha yr'")
Cordia alliodora 9 20 18 70 360
Terminalia ivorensis | 34 22 17 73 359
Inga edulis 15 18 - - 368

Source: Somarriba et al., 1996b
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C. ulliodora had the best financial performance in both old and new cocoa fields; /. edulis was the worst
financial alternative over a 15 year planning horizon and 5% discount rate (Table 4).

Table 4 Financial indices for old and new cocoa fieids with timber or leguminous shade species. Gross margn figures apply only to new cocoa fieids in Bocas del

Toro, Panamé.
Species Benefit / cost ratio Gross margin
New fields Old fields (US$ ha')
Cordia alliodora 1.8 5.2 395
Terminalia ivorensis 1.5 4.7 239
Tabebuia rosea 1.6 4.5 278
Inga edulis 0.9 - -23

Source: Hernandez and Platen, 1995; Trejos and Platen, 1995

Discussion

Timber trees in cocoa plantations provide both shade and income in the medium and long
term. Differential management resulted in negligible differences in cocoa production
between shade species; this favors the use of timber species over the traditional “service”
leguminous species. Among timber species, volume growth is higher with T. ivorensis but
it can not be recommended because of high mortality rates due to soil fungus, susceptibility
to wind damage and severe leaf cutter ant attacks. 7. rosea on the other hand showed
modest volume growth but it is a rustic species, with very low mortality rates and is tolerant
to poor drainage and flooding (common in many cocoa production areas). This species can
be recommended for extensive areas with variable soil conditions. C. alliodora grew well,
showed a moderate mortality rate and it is well appreciated in the regional timber markets
but it is very demanding in terms of soil fertility and does not tolerate poor drainage and
flooding.

The costs of replacing current valueless shade trees, with timber species or leguminous
“service” species, amount to between 750 - 950 US$ ha' in the first four years. After 15
years, shade tree replacement can generate an economic benefit of between 4,500 - 5,500
US$ ha' through the sale of timber. Replacing non-commercial shade trees with timber
species in mature cocoa fields is economically productive under the trial conditions.

Conclusions

1. Using timber species as shade trees for cocoa is an investment with high economic
returns and therefore they are preferable to traditional leguminous “service” trees. The
selection of the timber species depends on factors such as traditional site conditions,
farmer's preference and the expected timber prices for each species.

2. Differential management resulted in all treatments giving the same cocoa production.

3. I edulis was the worst species to use as a shade substitute in established cocoa and its
growth and survival were poor in dense cocoa plantations.

4. The cocoa-C. alliodora association is the most viable economic alternative. However
C. alliodora should be planted only in soils with good drainage and no flooding risks.
T. rosea can be planted in soils with drainage problems. C. alliodora should be spaced
at 9 x 9 m, with two to four seedlings per planting position and thinning to one plant at
6 to 12 months.
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Resumen

Se evalud el agua disponible en el suelo de 0-15, 15-30, 30-45 y 45-60 cm de profundidad,
en parcelas de café sin sombra y con sombra de Eucalyptus deglupta o Erythrina
poeppigiana, durante la estacion seca en el Valle Central de Costa Rica. El agua disponible
para las plantas fue siempre mayor en los sistemas café-E. poeppigiana y café sin sombra
en comparacion con el sistema café-E. deglupta. En el estrato de 30-60 cm, la humedad
descendi6 hasta niveles cercanos o inferiores al coeficiente de marchitez permanente (15
bares) en todos los sistemas. La permanecia de agua disponible en los 30 cm mads
superficiales, donde se encuentran la mayor parte de raices absorbentes del café, evit la
muerte de las plantas por estrés hidrico.

Palabras claves: Coffee shade systems, Costa Rica, hydric stress, water competition

Introduction

Management of competition for water, light and nutrients between trees and crops, for the
farmer’s benefit, is the biophysical determinant for the success of agroforestry systems
(Sanchez, 1995). In areas with limited rainfall, competition for water is of higher relevance
than the above-ground interactions (Jiménez, 1998). Shade trees can diminish coffee
(Coffea arabica) stress, but they can also compete for the resources available (Beer et al.,
1998). In seasonally dry areas, root competition for water may be a constraint to the use of
shade trees in coffee plantations (Franco, 1951). In Sao Paulo, Brazil, Franco and Inforzato
(1950) estimated that the total transpiration of coffee with shade trees exceeded rainfall
during the six months of the dry season. On the other hand, in Central America, where
coffee is frequently grown under shade (Perfecto et al., 1996), available water in the soil
may be greater than the permanent wilting coefficient even after four months of drought
(Franco, 1951). In Pernambuco (Northeastern Brazil), Matiello et al. (1985) reported that
coffee under shade always maintained a better vegetative condition, even during the driest
years, than coffee without shade. Similar results are reported in El Salvador (Sudrez de
Castro et al.,1961). In Costa Rica, the Central American country where coffee plantations
without shade were widely promoted in the 80’s, it is presently common to see eucalyptus
trees (mainly Eucalyptus deglupta) and other timber trees planted in coffee plantations
previously without shade or in coffee plantations with shade trees of low economic value
(Galloway and Beer, 1997). The aim of this study was to evaluate available soil moisture in
coffee plantations without shade or under shade of eucalyptus (E. deglupta) or poré
(Ervthrina poeppigiana) in the Central Valley of Costa Rica.

Methodology

The study was carried out on the Sacramento Farm, located in Naranjo, Alajuela, Costa
Rica (10° 04’N, 84° 23’W, 1020 masl) between December 1997 and July 1998. Mean
annual rainfall is 2225 mm and mean temperature is 20°C. The dry season extends from
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mid-December to mid-May. The deep soils are volcanic (Andisols) and are of sandy-clay-
silt texture. The study site included three plots: coffee without shade; coffee associated with
eucalyptus and coffee associated with poré (no repetitions were available on this
commercial farm). Soil conditions, slope, management, coffee variety and weather
conditions were similar in the three plots. Measurements were carried out approximately
every 25 days for a total of eight sampling dates. On each date, soil samples were taken
using a soil corer, in four sampling sites in each plot: i.e. in the middle of the space between
two coffee rows at 1, 2 and 3 m from the nearest shade tree along the coffee rows, and at
four depths (0-15, 15-30, 30-45 and 45-60 cm). The four sampling sites in each plot were
selected at random. All trees were planted at 8x8 m, and had their foliage during the whole
period of study. Eucalyptus trees had an average height of 10.6 m, 16.5 cm stem diameter
at breast height (DBH) and a crown diameter of 6 m. The por6 had an average height of 6.2
m, DBH of 16.4 cm and an average crown diameter of 3.7 m. There was no rain between
December 10, 1997 and May 20, 1998. Six soil samples were also taken at each depth, in
order to determine apparent density, field capacity (0.33 bars) and permanent wilting point
(15 bars). Maximum plant available water content at each depth was determined as the
difference between volumetric water content at field capacity and wilting point.

Results and discussion

During the dry season the amount of plant available water in the soil was higher in the
coffee-poré system, followed by coffee without shade, and was always lower for the
coffee-eucalyptus system (Table 1). This difference was maintained until May 29, the
period during which the amount of rain was not enough to restore the soil’s maximum
water retention capacity. In the evaluation carried after the rainy season was established
(July 10), available water was similar in the three coffee systems. According to the data
from the evaluations carried out on March 5, March 26 and April 16, no water was
available for the plants at depths 30-45 and 45-60 cm. Similar results were found on March
26 and April 16 at 0-15 cm depth for the coffee-eucalyptus and coffee without shade. As
the dry period continued, available soil moisture diminished to levels lower than the
permanent wilting coefficient, except at the depth 15-30 cm. Hydric stress was always
greater for the coffee-eucalyptus system. The observations carried out during this period on
the physiological status of the plants clearly showed the effects of hydric stress, such as
wilted leaves, loss of foliage, yellowish leaves, very small young leaves with a rolling leaf
layer, as well as dead superficial fine roots (under the litter layer), or near to the soil
surface, for coffee as well as for eucalyptus and por6. In some coffee plantations located
near to the study site, coffee plants died from hydric stress during the same period.

The results obtained for coffee-poré and coffee without shade are similar to those reported
by Suirez de Castro et al. (1961) in El Salvador, who carried out measurements during the
dry season on soil moisture at different depths between 0 and 40 cm in coffee plantations
without shade and under coffee with Inga sp. or Leucaena glauca shade trees. The present
results are different to those reported by Franco (1948, 1952) who concluded that a lack of
water, caused by shade tree competition, was responsible for failures of shaded coffee
plantations in Sao Paulo, Brazil. Franco’s results lead to the general belief that soil moisture
remains higher in coffee without shade. In the present study, in the coffee-eucalyptus
system water available during the period of hydric deficit was lower than for coffee without
shade, which suggests greater competition for water in coffee-shade systems, as found by



Franco (1948, 1952). However, in the studies carried out by Franco, soil samples were
taken at depths ranging between 0.5 and 2.0 m, but most coffee roots are found in the first
30 to 40 cm; this situation makes data comparison difficult. The present results show that
no generalizations should be made on coffee-tree competition for water since this depends
on the characteristics of the tree species, the way they are managed (e.g. pruning regime)
and many site factors (Beer et al., 1998).

Table 1. Means of available soil water (mm) in different coffee plantation systems during the period
December 1997-July 1998 in Naranjo, Alajuela , Costa Rica.

Evaluation date System Depth (cm
A. 0-15 15-30 30-45 45-60
Coffea-Erythrina 237 30.0 11.8 10.5
Dccember 23 Coffea-Eucalyptus 104 13.5 3.6 2.7
B. Coffea 23.2 27.1 10.6 9.1
Coffea-Erythrina 17.9 23.0 8.8 6.3
January 13 Coffea Eucalyptus 6.2 6.9 0.1 0.0
C. Coffea 15.2 20.6 6.4 6.7
Coffea-Erythrina 10.2 13.9 5.1 2.7
February 02 D. Coffea-Eucalyptus 1.4 35 0.0 1.7
Coffea 9.8 14.3 1.1 0.0
Coffea-Erythrina 3.1 7.9 0.3 0.7
March 05 E. Coffea Eucalyptus 0.3 22 0.0 0.0
Coffea 4.2 7.8 0.0 0.0
F. Coffea-Erythrina 1.1 104 0.8 0.0
March 26 Coffea-Eucalyptus 0.0 32 0.0 0.0
Coffea 0.0 6.4 0.0 0.0
Coffea-Erythrina 0.8 6.2 0.0 0.0
April 16 Coffea-Eucalyptus 0.0 2.1 0.0 0.0
Coffea 0.2 54 0.0 0.0
Coffea-Erythrina 20.2 26.7 8.6 33
May 29 Coffea-Eucalyptus 10.0 15.5 29 04
Coffea 19.2 21.2 3.7 0.0
Coffea-Erythrina 25.5 34.0 12.0 11.2
July 10 Coffea-Eucalyptus 243 32.1 12.0 11.2
Coffea 25.5 34.0 12.0 11.2

Conclusions
Plant available water in the soil during the dry season was always higher in the coffee-poré
and coffee without shade systems than in the coffee-eucalyptus system. At 30-60 cm depth,
soil moisture decreased to levels close to or under the permanent wilting coefficient.
Conservation of available water in the first 30 cm of the soil, mainly in the 15-30 cm
stratum, prevented coffee plants, whose root system is mostly found in the first 30 to 40
cm, from dying due to hydric stress. The higher and faster depletion of soil water in the
coffee-eucalyptus system suggests greater competition in this system, and the need to
develop a more extensive study in order to define the ecological impact of this tree species
when it is used as a shade tree for coffee in areas with a severe seasonal hydric deficit.
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Resumen

Se analizaron factores biofisicos y socioeconémicos que pueden incidir sobre el disefio y
manejo del dosel de sombra en 29 cafetales de Turrialba, Costa Rica. Se utilizaron varios
procedimientos multivariados para identificar tipos de cafetales y para evaluar la
importancia relativa de los factores en la conformacién de los tipos. Se recomienda realizar
un andlisis de componentes principales para seleccionar factores, seguido de
conglomerados y discriminante canénico. Se identificaron cuatro tipos de cafetales, los que
difieren en términos de la composicién del dosel de sombra y de la intensidad del manejo
del cafetal.

Palabras claves: Multivariate analysis, typology.

Introduction

There is a great diversity in the botanical composition and the vertical, horizontal and
temporal structure of shade canopies in coffee plantations. The nature of coffee shade
canopies has been described in several countries: e.g. Costa Rica (Espinoza, 1983, 1986),
Mexico (Jiménez, 1979) and Venezuela (Escalante et al., 1987). Environmental and socio-
cconomic conditions seem to determine the structure and diversity of coffee plantations. In
this study, a methodology to typify coffee farms was developed, identifying the socio-
economic and biophysical factors that determine the diversity of the shade canopy in the
coffee plantations in Turrialba, Costa Rica. This methodology will be used to analyse
coffee plantations in Central America.

Methodology

The study was carried out on 29 farms. Shade components were defined in terms of
functions rather than botanical names. For instance, Erythrina poeppigiana and Inga
densiflora, both used for shade in different regions of Costa Rica, belong to the functional
component: “shade”. The following functional components were defined: 1) shade; 2)
timber; 3) firewood; 4) bananas and plantains ( musaceae); 5) Citrus spp; 6) plantation trees
(e.g. Macadamia integrifolia or Bactris gasipaes intercropped with coffee); 7) other fruit
trees; and 8) miscelaneous (others). “Coffee types” were visually identified (a priori
classification) in the study region and 2> 4 farms selected for study in each coffee type. Five
coffee types were identified: 1) shade only; 2) shade + timber; 3) shade — musaceae; 4)
plantation trees (M. integrifolia); and 5) mixed canopy. Socio-economic and biophysical
information was gathered by interviews and mensuration of temporary plots (50 x 20 m) in
selected locations within the coffee plantations. The information was analysed by means of
three different procedures (Table 1). Multivariate techniques included discriminant analysis
and canonical discriminant analysis.
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Table 1. Information analysis procedures

Procedure Method of variable selection Method of classification
| None a priori
2 None Cluster analysis
3 Principal component analysis Cluster analysis
Results

Methodology developed to determine typologies
The best procedure to determine the typology of the farms was the third one (Table 2).

Table 2. Canonical discriminant analysis [canonical variables (CAN)]

Procedure CEE (%) CAN Canonical Eigenvalue Cumulative
correlation proportion
1 0.997"* 186.81 0.70
1 79 2 0.992"* 65.14 0.94
3 0.961"* 12.12 0.98
4 0.899"* 4.22 1.00
1 0.998* 305.89 0.89
2 66 2 0981 26.51 0.96
3 0.962"* 12.56 1.00
1 0.929™" 6.33 0.47
3 19 2 0.902" 4.37 0.80
3 0.856° 2.73 1.00

CEE: Count crror estimate
n.s. non significant
* significant (P < 0.05)

** significant (P < 0.01)

*** significant (P < 0.0001)

The best explanatory variables are related to shade canopy diversity (richness and
abundance of shade components) and coffee management intensity (total cost per hectare,
coffee yield, and cost and quantity of fertiliser used).

Typology of farms

Four coffee farm types were identified: 1) low diversity and intensively managed coffee
plantations: 2) highly diversified and intensively managed coffee plantations; 3) highly
diversified coffee plantations with medium management intensity; and 4) poorly managed
coffee plantations (Table 3).

Table 3. Mcans of selccted variables per farm type

Group  Abundance Richness Cost (US$  Income (US$ Yicld Fertilisers
(shade (Number of  ha' year')  ha' year'") (fanegas' (kg ha'' year')
plants ha'') shade ha'year")
components)
1 350 1.5 1815 2073 41 1099
2 680 33 1446 969 25 1423
3 510 5.0 1073 1465 26 318
4 280 2.0 765 588 14 390
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1 US$ = 260 colones
1 fanega = 400 | of coffee cherries = 258 kg of coffee cherries = 46 kg of dried coffee beans

Discussion

Shade canopy diversity in the study area is related more to socioeconomic factors than to
biophysical ones. Excluding the poorly managed plantations, lower management intensity
is associated with higher diversity and vice-versa, in agreement with studies in other
regions (Espinoza 1983, 1986; Lagemann and Heuveldop 1983; Villatoro 1986; Escalante
et al. 1987). Small farms diversify within the coffee plantations (diverse shade
composition) whereas big farms diversify at the field level (different activities in separate
plantations). Unlike coffee plantations in Mexico, where several species of Inga are used
as “service” shade trees (Jiménez, 1979; Gallina et al., 1996), only one “service” shade
species (Erythrina poeppigiana) is used in Turrialba. Numerous timber shade species are
used in Ecuador (Peck and Bishop, 1992) whereas only Cordia alliodora is used in the
study region, usually as a second story over E. poeppigiana. (Somarriba 1990; Beer 1995).

Conclusions

Farm socio-economic conditions affect the composition of the shade canopy in the studied
coffee plantations. Diversity decreased as coffee management intensity and farm size
increased. Small farms diversify at the level of shade canopy and big ones at the field level
(different crops in different areas). Principal component analysis to select the most
explanatory variables followed by cluster analysis and canonical discriminant analysis is
recommended for the study of farm typologies. Four farm types were identified in this
study, based on the functional composition of the shade canopy and the intensity of coffee
management.
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Resumen

Se presenta un andlisis de los factores que influencian la adaptacion de las
recomendaciones de manejo hechas con el propdsito de combatir la Moniliasis roreri en los
cacaotales de Waslala, Nicaragua. A través de una regresién por pasos se identificaron
cuatro variables bio y geofisicas que explican la incidencia de M. roreri, coincidiendo con
una estrategia campesina de planificar y manejar los cacaotales de acuerdo a su criterio de
regulacion de agua y humedad. Por el otro lado, parece haber una seleccion consciente de
las especies de sombra. Ambas estrategias resultan en un sisttma de produccién
relativamente barato y sostenible a través del tiempo, el cual funciona de amortiguador en
momentos de crisis.

Palabras claves: local knowledge, Moniliasis, shade trees, Theobroma cacao

Introduction

The municipality of Waslala, Nicaragua has about 40.000 inhabitants, 80% of which have
been resettled in the area at the beginning of this decade. Most of the population lives in the
rural areas under precarious circumstances. The production of cocoa (Theobroma cacao) in
the area was severely affected by the arrival of Monilia (Moniliasis roreri) in the 80’s.
Programs to improve cocoa production have included the introduction of management
practices to control the fungus. As of 1996, some NGO’s have established collection sites
in the area and have been able to sell the cocoa on behalf of the farmers at better prices.
This not only helped increase the local farmer’s income, but also stimulated a better
management of the cocoa systems (Union Europea 1994; Thienhaus 1992). Although the
practices introduced to control Monilia have been widely accepted in the area, none of the
farmers have actually applied them to the letter: each seems to adapt the recomendations to
his priorities and options which are in part determined by the bio- and geophysical
circumstances of his plantation. The main objective of this study was to analyze how this is
done and why.

Methodology

Initially 60 cocoa producing farmers, that had received training in improved cocoa
management, were selected in four communities in the area of Waslala. Basic social,
economic and cocoa management information was collected by means of a questionnaire.
A second sample of 20 farmers was randomly selected from this first group for an in-depth
study of the characteristics of their cocoa plots. Furthermore, to get an insight into the
relative importance of cocoa production, these 20 farmers were asked to draw maps of their
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farms and rate the different systems or resources according to their own criteria. Field data
was collected from February to July 1998.

Descriptive and inferential statistical procedures were used to analyze the data. The relation
between the incidence of Monilia and variables related to management and geo-physical
characteristics (including distance between cocoa trees, height of first cocoa fork,
percentage of shade, presence of water sources, area destined to cocoa and total area) were
analyzed through a stepwise regression of the data obtained from the 20 farmers of the
second example (Freund and Littell 1986).

Results and discussion

The main opinions of the farmers about cocoa were that it yields better profits, covers
losses and requires less investment in relationship to their other main agricultural products.
For all three criteria, the cocoa was compared with maize and beans, that were produced
mainly for own consumption, while the cocoa harvest is destined almost entirely to the
generation of cash income. Furthermore, the vulnerability of the production of staple foods
in the area was accentuated in 1998 by the enormous drought (caused by ‘El Nifio’) and the
subsequent fires. Farmers suffered losses of their staple food production and some families
had nothing else to live on other than the income generated by the cocoa harvests.
Additionally, to obtain acceptable production, fertilizers and some chemicals have to be
applied to maize and beans, while the cocoa plots provide acceptable production with
management inputs only, consisting mainly of labor. Thus, cocoa production was relatively
cheap with the capacity to act as a ‘buffer’ in time of need. It is in this light, that the
management and the characteristics of the cocoa plots has to be analyzed. The conscious
combination of characteristics (species and bio- and geo-physical characteristics) enabled
the farmers to obtain sustainable production with little input year after year.

Expected yields of dry cocoa beans vary from 0 to 1700 kg ha™' yr'!, with 70% of the plots
yielding 500 kg ha™' yr' or less, with a global average of 416 kg ha™' yr''. This coincides
with expected yields in cocoa with minimum management (300-500 kg ha' yr'') (Alvim,
1977).  Unexpected differences were found between the yields per ha declared by the
farmers and observed yields during the first production peak. In more than 70% of the
cases, the differences between the declared and observed yield were small or negative,
implying that last year’s yield over the whole year was no more than this year’s yield from
one major harvest. This incongruancy could be explained by the fact that the farmers are
not giving correct information on their yields, in combination with the fact that “El Nifio”
may have affected the production cycle of the cocoa plots. Considering the insecure living
circumstances in the area (kidnapping, murder and theft) and the possible debts incurred
with the NGO’s that helped improve cocoa management, it is more than likely that many
farmers are not willing to reveal their correct cocoa yields. To get an idea on the probable
yield patterns during 1998, it was necessary to resort to monthly data on cocoa received by
NGO's during 1997 and assume that the pattern of delivery over one year would reflect the
average local yield pattern obtained by farmers that delivered their cocoa to the NGO
(which includes the present sample). Through this delivery pattern, which clearly showed
two main peaks in 1997, a quotient (3.55) was estimated to calculate real 1998 yields from
the observed yield data of one harvest peak.
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More than 70 species of shade trees were identified in the plots of the 60 farmers. Of these,
only 8 species were found in 15 (25%) or more plots. Guaba (/nga spp.), a woody legume,
was found in 44 (73%) of the plots with higher frequencies than any other tree species
(2096 trees reported). Laurel (Cordia alliodora) was identified in 43 plots, but at much
lower frequencies (863 trees reported) than Inga spp. The following were also important,
but were all at even lower frecuencies: aguacate (Persea americana) in 31 plots; mango
(Mangifera indica) in 27; majagua (Thespesia populnea) in 22; naranja (Citrus sinensis) in
20; and cedro (Cedrela odorata) and pejiballe (Bactris gasipaes) in 15 plots. Many of the
species were identified as being of multiple use, the most common uses (besides shade)
being firewood, fruit and timber (mainly for own consumption). Some species provide very
specific services: majagua for instance, is used to provide fiber for rope; laurel, muifieco
(Cordia sp.) and guano (Ochroma lagopus) are used to make rooftiles and the trunk of the
guarumo (Cecropia insignis) is used to pipe water, while the leaves are used for wrapping
“tamales” (traditional maize-based meal). Interestingly, although madero negro (Gliricidia
sepium) is recognized by some farmers as a species that contributes organic fertilizer, Inga
spp. is only attributed use as shade and firewood. Not withstanding this, farmers must have
observed the positive effects of the association of cocoa with Inga spp., which has led them
to consciously select and manage this species in greater quantities than other species in
their plots. For instance, a farmer whose expected yield is very high (1700 kg ha' yr'),
reported 100 Inga spp. and 50 G. sepium along with another nine tree species at much
lower frequencies in his plot of 0.35 ha. Roskoski (1981), reported N fixing properties of
Inga jinicuil, in association with coffee. The properties and services of the Inga spp in the
plots in Waslala should be anayzed in future studies.

Considering the fact that the dry cocoa was sold at more or less one US $ per kg, and that
the minimum wage in the area was US$ 2,50 per day (which amounts to US$ 600 per year
with 20 working days per month), 40 % of the cocoa producers in the sample covered one
or more minimum wage with their total expected cocoa yield per year, while another 40%
covered less than half of one minimum wage.

The differences in yields per ha among the farms are related to the incidence of Monilia and
bio and geophysical circumstances. There is no significant relationship between the
incidence of Monilia and the management practices diffused in the area regarding the
removal of infected fruit, the pruning of the cocoa tree and the pruning of the shade trees.
Most farmers remove the infected fruit about once every two weeks. Only six of the 20
(three with a high incidence of Monilia and three with a low incidence) remove the infected
fruit once a week (or more) as recommended. Pruning of the shade trees is also done less
frecuently than recommended, but surprisingly, the pruning of the cocoa trees (excluding
the crowns) is done much more frecuently than recommended.

The model identified the open state of the crown of the cocoa trees (p<0.01), the presence
of water sources (p< 0.10), the altitude (masl) of the plots (p<0.01) and the total area of
productive cocoa (p<0.001) as the variables that explain the incidence of the Monilia (p<

0.001 for the model with a multiple regression coeficient of R2 = 0.74). The main
characteristics of plots with a low incidence of Monilia included a tendency to manage a
closed cocoa crown, have no water sources running through or bordering the plots and of
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being relatively small plots on flat ground. Although no significant relationship was found
between the percentage of shade generated by the shade trees and the incidence of Monilia,
there is a tendency to encounter a more uniform amount of shade of between 20 and 35% in
plots of eight years and older. On the other hand, there is also a tendency towards finding
more closed cocoa crowns in the same plots.

Farmers deliberately choose the sites to establish their plots and managed the crowns of
their cocoa trees according to the presence of water sources (and thus the levels of
humidity). If they have water running through or bordering the plot, they will tend to open
the crown of the cocoa and let more light through. If this is not the case, they prefer to let
the crowns close, thus protecting the cocoa from dehydration and at the same time
protecting the soil from erosion. Under these circumstances, weeding is also needed less
frequently. As one farmer expressed himself clearly: “I was told to establish my plot here
on this piece of flat ground next to the river, because this was the best place according to
the extensionist, but I regret having done so. Next time I will establish my plot far from the
river on the slope. This will give me less work, while still producing an acceptable amount
of cocoa.”

Farmers are well aware that opening up the crown of the cocoa trees and thus letting in
more light, will stimulate the production, but many are not willing to risk sustainability
over time. A striking example of the extreme consequences of having opened up the crown
of the trees to stimulate production is the case of one farmer, whose cocoa have come under
so much stress through dehydration due to drought in 1997-98 that the trees literally dried
out, not yielding any fruits.

Conclusions

For the local farmers in Waslala, Nicaragua cocoa plantations are an important production
sub-system for the generation of cash and products for home consumption, such as
firewood, fruit and timber. Cocoa is seen as complementary and a buffer to other
agricultural crops on the farm, making it’s sustainability over the years a necessity, which
in great part determines the way it is managed. Through a mixture of acquired, adapted and
local knowledge, the farmers produce cocoa in a relatively cheap and sustainable way.
Management strategies include a conscious selection of shade tree species, as well as the
management of bio- and geo physical site characteristics. The main shade trees selected are
Inga spp and Cordia alliodora, which are multipurpose trees, followed by several fruit
species. Extension projects should take into account farmer’s criteria and views on the
establishment and management of plots.
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Resumen

Productividad, mano de obra, costos variables y prioridades, limitaciones y temas de
investigacion definido por productores, fueron comparados entre diez cafetales organicos y
diez cafetales convencionales en Costa Rica. Debido a las altas productividades de las cinco
fincas convencionales, estas produjeron, en promedio de tres aiios, aproximadamente 25%
més café ha”' que el grupo orgédnico. Sin embargo, cinco fincas orgénicas superaron la
produccién de sus parejas convencionales. Aunque el grupo orginico usé mis mano de
obra (691 horas versus 495 horas ha aiio™'), los costos variables eran parecidos para ambos
grupos. Para ambos grupos, la limitante clave fue precios bajos e inestables de café.

Palabras claves: Coffee yield; limitations; producer priorities; price premium

Introduction

Traditional coffee systems, known for their structural and functional diversity (Perfecto et
al. 1996), are increasingly replaced with unshaded coffee or coffee shaded by a single
species (Rice and Ward 1995, Beer et al. 1998). Aside from biodiversity loss, these latter
systems, referred to as conventional (industrialised) coffee production, are linked to soil
degradation, environmental pollution and health problems (Rice 1991, Fassbender 1993 and
Boyce et al. 1994). For small and medium producers in particular, relying on purchased
inputs and often a single source of income, also involves a serious economic risk due to
high variable costs and low and unstable world market prices for coffee.

In contrast, organic coffee production, based on diversity, recycling, biological processes
and mimicry of natural habitats (see for example IFOAM 1996 and Figueroa-Zevallos et al.
1996) can eliminate most, if not all, of the externalities related to conventional systems.
The spread of production and consumption of organic produce, particularly in the North,
suggests that organic agriculture can be economically viable. The main objectives of this
study were to compare the goals, design, management and production limitations in organic
and conventional coffee systems, and to evaluate their impacts on the health and
productivity of coffee plants, labour requirements, costs and income. This paper presents
preliminary data on productivity, labour use, variable costs and producer priorities, as well
as research topics suggested by the producers.

Methodology

Ten pairs of organic and conventional coffee farms (< 7 ha) were selected in different
agroecological zones in Costa Rica. Data were collected through farm visits and interviews
with producers. The criteria for selection of the organic farms were: a) at least two years
under organic management; b) active, rather than passive management; and c) that the
majority of coffee plants were in production. Criteria b and ¢ also applied to the
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conventional farms. Due to a scarcity of organic coffee farms with the desired attributes,
the organic sites (followed by the conventional) were selected purposively rather than
randomly. The pairing of case studies was based primarily on vicinity, altitude and
plantation size.

Resulits

Productivity

Since coffee plant density in some cases differed between conventional and organic farms,
yields were compared per area and per plant. Due to zone variability and the biannual
cropping pattern of coffee, yields differed widely during the three years both between and
within farm pairs. Half of the organic farms had a higher three year mean yield per ha than
their conventional counterpart. Comparisons made with yields per ha vs per plant differed
substantially for six farm pairs, in several cases as a result of lower coffee densities
following intercropping with fruit trees in organic systems, included for additional income.
The three year mean yield ha™' of the organic group was roughly a quarter lower, as well as
more variable, than that of the conventional group.

Labour use

The mean labour use in 1997-98 per hectare was 691 hours for the organic and 495 for the
conventional group. Weed control was the single most time-consuming activity for both
groups. Despite the use of herbicides in combination with manual weeding, the
conventional group spent more time controlling weeds than the organic, which relied only
on manual weeding - 144 hours ha™' yr"', equivalent to 29% of total labour use, as opposed
to 132 hours ha' yr'and 19% for the organic group. The second most time-consuming
activities were pruning for the conventional farms and fertilisation for the organic. The
latter group on average used over five times more labour for fertilisation (collection of
organic material, production and application) than the conventional farms, which relied
almost exclusively on chemical fertilisers. Since the majority of the case study farms
depend largely upon family labour, it is likely that the extra time used for fertilisation on
the organic farms reduces time available for pruning and other management activities.

Variable costs

The total mean annual variable costs per hectare in 1997-98 was 4.5% higher for the
organic group than for the conventional. In both cases, the predominant cost was labour.
The conventional group spent relatively more money on harvesting, while the organic
farms spent more on management (weed and pest control, fertilisation, planting, pruning,
soil conservation). Due to a stronger reliance on purchased inputs, the conventional farms
had a proportionally higher expenditure on fertilisers and chemical plant protection. When
the cost of labour spent on preparing the organic fertilisers was allocated to the fertiliser
category, the size of this category became similar for the two groups.

Producer-defined limitations, objectives and research priorities

The conventional producers identified low and unstable prices of coffee as the major
limitation to sustained coffee production. Low prices were likewise cited by the organic
producers. This was partly due to too few certified organic coffee processing plants, which
forced some organic producers to sell their coffee as conventional, thereby foregoing a
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premium price. Moreover, the scarcity of organic processing plants generally resulted in
low premium prices being offered in an essentially monopolistic market. A second
limitation cited by the organic producers was a lack of on-farm recyclable inputs, such as
vegetative material and animal manure. The research topics suggested by the conventional
producers focused on alternative marketing to control low and unstable prices. In contrast,
the topics proposed by the organic producers were related to the production of coffee
according to organic principles, namely nutrient management, weed and pest prevention
and control. This focus on production may indicate a lack of basic information about the
ecology of organic systems.

The future farm goals of both groups are focused on increasing farm output. For the
conventional farms, this is sought through further intensification, while the organic
producers focused on increased diversity, nutrient cycling, soil conservation and shade, as a
means of improving farm performance. The development of on-farm coffee processing
plants and alternative marketing schemes for organic coffee was also a priority for the
future.

Discussion and conclusion .

There were more intercropped trees in the organic plantations. Aside from the generally
higher levels of shade, lower levels of nutrient input and insufficient pruning (of coffee and
trees) in the organic systems were probably the main reasons for reduced yields. As the
total variable costs were similar for the two groups, the organic producers require on
average at least a 23% premium price to compensate for yield reductions (plus an additional
premium to cover certification-costs). The degree to which the income from intercropped
trees compensated for coffee yield reductions in organic systems is presently unknown. If
the conventional farms are not themselves economically sustainable, as indicated by the
producer-defined limitations, their income-level is inappropriate as a base-line for the
organic producers. The limitations and goals expressed by the organic group suggest that
farm productivity and system development according to organic principles are restricted by
a lack of labour and financial resources. The adopted methodology is faster and requires
less time, labour and money than long term field experiments to produce potentially
relevant results.
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MICROENVIRONMENT AND AIR BOURNE Moniliophthora roreri SPORE
NUMBER IN COCOA PLANTATIONS SHADED BY THREE DIFFERENT
LEGUMINOUS TREE SPECIES
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Resumen

Se estudié el microambiente (temperatura y humedad relativa) y la cantidad de esporas de
monilia bajo tres diferentes especies de sombras leguminosas con cacao. Los muestreos de
esporas de monilia en cada tipo de sombra fueron hechos con trampas de cilindro fijo; se
realizaron muestreos a lo largo del dia y durante un afio. Aunque las diferencias no fueron
significativas, bajo la sombra de pord se dieron los mayores cambios microambientales.
También bajo poré se encontraron las mayores poblaciones de esporas de monilia a lo largo
del tiempo (p >0.01) y del dia (p >0.01); los tratamientos de madero y guaba no se
diferenciaron entre si.

Palabras claves: Cocoa, Costa Rica, diseases, fungus, leguminous, Moniliophthora roreri,
shades, spores,

Introduction

The fungus diseases of cocoa (Theobroma cocoa, L.) are the most important cause of yield
loss. The fungi Moniliophthora roreri (Cif & Par.) Evans et al. (Monilia) causes losses of
up to 90% of the fruits in the countries of Tropical America where it is present (Galindo,
1984; Enriquez, 1987; Aranzazu, 1982). From 1978, the year when the disease first
appeared in Costa Rica, many investigations have been carried out to seek control methods
(Campos, 1988).

Chemical combat is not a viable alternative due to the high cost. Genetic resistance and
antagonistic methods are a still being developed. Cultural practices have been one of the
most commonly recommended mechanisms to control Monilia, and different strategies
have been evaluated. Some are designed to decrease the sources of fungal spores; others
are designed to manipulate the microenvironment of the plantations. Shade regulation is
one of the most important recommendations within the strategies for handling the
microenvironment for Monilia control. However, it is still not clear how shade regulation
affects microclimates, and how this in turn affects fungal dispersion and infestation
(Phillips, 1991).

The growth, shade type and management of the canopies of the trees influences the
microenvironment of the cocoa plantations, and probably the development and incidence of
Monilia. It is important to study these interactions in order to propose specific
recommendations for Monilia control through shade management in agroforestry systems
with cocoa. The objetive of this investigation was to determine if, under different managed
leguminous shade trees, there were changes in the microclimate (relative humidity,
temperature) and to sample the monilia spore population throughout the day below different
shade types.

220



Methodology

The investigation was carried out in the lowland humid Caribbean plains of Costa Rica,
between December 1992 and November 1993. The shade species used were: Gliricidia
sepium (Jacq.) Steud. (Madero), Inga edulis Mart. (Guaba) and Erythrina poeppigiana
(Walpers) O.F. Cook (Pord). The experiment was carried out in Margarita, Talamanca,
Costa Rica (12 masl, annual average temperature of 26.5°C, annual precipitation of 2,319
mm and a relative humidity of 84%). There is no defined dry period. The soil of the
experimental site was classified as a Endisol with imperfect natural drainage. The original
experiment was established in 1988 with the objetive of evaluating the effect of different
leguminous shade species on the production of six interclonal crosses of cocoa.

A randomized complete block design was used (three repetitions) with a split-plot
arrangement where the shade species were the main plots and the interclonal cocoa crosses
the split-plots. Each plot had 36 shade trees and 100 cocoa trees. The central evaluation
plot included 16 shade trees and 36 cocoa trees; the interclonal crosses were distributed at
random within the main plot but they were analyzed as split plots. The shade trees were
planted at spacing of 6 x 6 m and the cocoa at 3 x 3 m.

Shades trees were pruned from two years age. In all species, a single stem was left and the
pruning intensity depended on the growth rate and form of each of the species. Madero
produced multiple stems and low branches that were eliminated. In guaba, the forks of the
main stem were eliminated; low branches and branches interlaced with adjacent shade trees
were cut. In pord, one stem was left, but capped at 7.5 m height, and low branches were
removed.

Fixed cylinder traps were used (Jenkins, 1974), with modified materials to adapt them to
the local conditions and to reduce costs. The trap consisted of a tube of plastic of 41.5 cm
long x 1 cm wide. In the centre of the tube, an adhesive tape was placed with the adherent
part toward the exterior so that the conidia were captured in all directions. A protector was
used against the rain.

Two ways of counting monilia spores in the air, in each one of the established shade
treatments, were used:

I. Three hourly sampling, to evaluate daily spore dynamics (5 a.m. to 5 p.m.). In a single
block of the experiment, 18 traps were placed, six in each shade type. Each trap was
placed between four cocoa trees in the central part of the plot. The adhesive tapes were
distributed at 5 a.m. and removed at 8 a.m.; the tapes were immediately replaced and
these new tapes were removed at 11 a.m. This process was repeated until 5 p.m. 