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Calidad del Cacao en Cuatro Zonas Cacaoteras de Costa Rica’

ABSTRACT

Ninety-four samples were colected from four sreas of
Costa Rica (North, South, Central Pacific and Atlantic zones)
during the rainy season and 72 during the dry season. Three
analyses were used to determine the fermentation of these sam-
ples, ali of which were produced by cocoa pianters. The results
were compared with established values obtained in previous
resenrch. Additienally, five other five analyses were used to
complement the information. The results showed that the Cen-
tral Pacific zone was the area where cocoa had the highest
fermentation percentage. This area had only recently bepun
producing cocon; therefore, the cocoa planters were using Im-
proved fermentation techniques. The Suuth zone showed the
poarest quality of cocon, due to the use of plastic bags to drain the
pulp from the seeds before drying. Some large coeon planters and
cooperatives had adequate methods of fermentation, and produ-
ced cocoa of excelient quality; however, such planters represen-
ted only 12% of the total of cvaiuated production.

INTRODUCCION

a recoleccion de las mazorcas se realiza duran-
te todo cf afio conforme alcanzan su madurez.
-4 No obstante, se pueden diferenciar épocas de
cosechabajayalta Losmidximosanuales de produccidn
de las drcas cacaoteras del pais tienden a ser muy
semejantes en ¢l tempo. Asi, una distribucion muy
parccida, que depende de las condicioncs normales de
precipitacidn, es la que se muestra en la Figura T {15).

El cultivo dcl cacao ha representado para Costa
Rica una de las principales actividades agropecuarias,
tanto por la extension sembrada, estructura de tenencia
de la tierra y su generacidn de emplen, como por
ser una fuente generadora de divisas. Sin cmbargo, esta
actividad se ha visto afectada por una serie de pro-
blemas, especialmente a partir de 1979 con la aparicidn
de 1a moniliasis {(enfcrmedad del {ruto causada por
Moniliophthora roreri), que provocd una fuerte

1 Recibido para publicacién ei 7 de seticmbre de 1990

*  Centro de Investigacidn en Productos Naturales {CIPRGNA),
Universidad de Costa Rica
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COMPENDIO

Screcolectaron 94 muestras de cuatrozonas de Costa Rica:
Norte, Sur, Atldntica y Pacifico Central, en época Haviosa, y 72
muestras de las mismas zonas en época seea. Seles aplicaron tres
andlisis qufmicos y se compararoen con valores establecidos en un
estudio para conocer su grado de fermentacién. Ademds, para
complementar ls informacion, se practicaron otros cinco andlisis
menos reveladores, Scenconted que ka zona del Pacifice Central
presentaba el cacae con mas alto porcentaje de fermentacién. En
52 Zona, ia produccidn de cacao se estd Iniclando por lo que se
adoptaren algunos métodos recomendados para la fermenta-
ci6n. Lazeonn Sur fue fa guemostr6a calidad o fermentaciénmas
pobre, lo cunl se interpreta comao censecugncia del uso generali-
zado de “sacos” {bolsas) para escurrir el cacao, ¥ permitir quela
pulpa se desintegre, de inanera que no Interfiera en el proceso de
secado. Algunas cooperativas y productores de fincas grandes
paoseen métodas adecuades para fermentar ol cacao y obtlenen
una catidad buena; sin embarge, representan Gnlcamente un
129 dei totsl de la produccion evaluada.

contraccion y un impacio socioccondmico relevante en
detrimento del drea principal de produccidn (litoral del
Alldntico). A partir de conces, cl pais ha realizado una
serie de esfucrzos para tecuperar esta actividad, los
cuales, no obstante, han carecido de coordinacidn y
direccién responsable. Los productores de cacao, en su
mayorfa, realizan el proceso de fermentacion en forma
deliciente ¢ incluso no lo Hevan a cabo,
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Fig. 1. Porcentaje de la produccidn anual de cacso seco en grano, en
Costa Rica Los valores corresponden al promedio obtenido
para dicz afios de seguimieato de la produccion
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Por lo general, elcacao, una vez recolectado, pucde
seguir diferentes ratas:

-~ Algunaos produciores lo venden himedo 3 un inter-
mediario a precios bastante bajos,

- Otros agricultores hacen uso del secado solar sin
una fermentacidn previa,

~  Muchos productores, a pesar de gue cuentan con
instalaciones, Hevan a cabo ¢l fermentado, secado
y almacenamicnto del cacao de manera mudimen-
taria ¢ irregular, porque carecen de las técnicas
basicas para la obtencién de un producto de buena
calidad para ¢l mercado (17).

- Unos pocos practican un buen procesa de fermen-
tacidn y de secado.

Para mgjorar esta situacién, no s6io se requieren
programas para ¢l beneficiado correcto, sino también
pardmelros confiables para medir el progreso. Por lo
tanto es importante contar con los métodos adecuados
para cvaluar a calidad del grano que producen los
agricullores cn ¢l pals.

El objetive de este estudio fue evalvar las zonas
productoras de cacao y la calidad del grano, con base en
cl grado de fermentacion.

MATERIALES Y METODOS

Sc tomaron muestras de cuatro zonas del pais en
dos ¢pocas de cosecha diferentes: Huviosa y seca, las
cuales coinciden, respeclivamente, con la mayor y me-
nor produccion de cacao durante el afio. La escogencia
se basé de acuerdo con lo indicado en ia Figura 1. En
cada época se recolectaron muestras del intermediario
0, ¢n su defecto, del productor. El recorrido fue el
siguicnie:

—  Zona Atldntica: Gudacimo, San Isidro, Herediana,
Siquirres, 28 Millag, La Lola, Matina, Limén cen-
tro, Valle de 1a Estreila, Penshurst, Cahuita, Puerto
Vicjo, Bri Bri, Bambi, Suretka, Shiroles, Amubri.

— Zona Norte: La Vicloria, Horquetas, Finca Experi-
mental de 1la Universidad de Costa Rica (UCR) y
Finca Agua en Rio Frio, Coopesancarlos, Ciudad
Quesada, San Rafael de Guatuso, Upala, Chacha-
gud, Venecia, Monteategre de Cutris, Paso Real
de Cutris, Molino de la Vega, San Isidro de
Peiias Blancas, Pavon de Los Chiles, Valle Azul,

Veracruz, Moravia de Cutri, Platanar, L.a Gloria,
LaFortuna, L.a Palmera y SantaRita de Rfo Cuarw.

— Zona Sur: San Isidro del General, Palmares de San
Isidro, Palmar Norte, Rio Claro, Gotfito, Ciudad
Neilly, Corredores, Laurel, Bella Luz de La Vaca,
Rio Claro, Coopalca del Sur, Coopalsur, Coopro-
palca.

— Zona Pacifico Central: Mastatal y Zapaion de
Puriscal, Parrita, Coopefruta en Villa Nueva de
Quepos, Coopesilencioen Dominical, Hatillo Viejo,
cerca de Dominical.

La toma de las muestras de cacao, correspondiente
a la época lluviosa (cosecha principal), se realizé en la
iitima quincena de octubre y la primera de noviembre
de 1988. S¢ recogieron 94 muestiras. La siguiente re-
coleccion se hizo en la primera quincena del mes de
abril de 1989 (época seca). Se recorrieron los mismos
lugares; sin embargo, en esta época la produccién dis-
miruye y no fue posible obtener muestras de algunos
lugares, pero si de sitios doade anteriormente esto no se
logrd. En total se recogieron 72 muestras.

Seextrajeron muestras de I kg de latotalidad delos
sacos encontrados en cada Iocal y cada una fue tomada
de diferentes partes del saco. Si el ndmero de sacos era
mayor de diez, se tomaba una segunda muestra,

Se realizo una encuesta entre los intermediarios y
agricultores, con el fin de identificar correctamente las
muestras y conocer el tratamiento poscosecha que reci-
bieron.

El disefio estadistico aplicado fue un factorial de
4 x 2, donde los factores por evaluar fueron: zona pro-
ductora con cuatro niveles y época del afio con dos ni-
veles.

I.as muestras de la época Huviosa y las de la época
seca se analizaron para determinar el contenido de
humedad (9), et pH (2), el porcentaje de ceniza (11) y las
antocianinas {(6): estos dltimos tres andlisis fueron los
indicadores del grado de fermentacién. Todos los resul-
tados se indican en base seca.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observa que el andlisis de pH
sufri6 variaciones mds pronunciadas entre los lugares,
que en relacion con las épocas evaluadas, mientras que
las anlocianinas y el porcentaje de ceniza estuvieron
mayormente afectados por fa época que por la zona,
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Cuadro 1. Valores promedio de pH, porcentaje de cenizay
antoclaninas, correspondientes a cacao hibrido
(Theobroma cacae) en cuatro Zonas cacaoteras, en dos
fpocas diferentes de cosecha.

EPOCA
Lluviosa Seca Media zona

ZONAS (pH)

Auldntica 594b 626 a 6.10 A
None 592hc 585h 5898

Sur 610a 574 b 5038
Pacifico Central 572c 548 ¢ 560C
Media época FOZA 583 A

CENIZA (%)

Atlantica 284 ¢ 328h 3068
Nonc 284c 13 h 3098
Sur 279¢ 361a 3204
Pacifice Central 2.88¢c 328b 3088
Media época 2843 I3TA
ANTOCIANINAS (abs)
Atidntica 1159 ¢ 2586a 1872 A
Norte {77182 de 17660 12748
Sur 1054 de 1710b 13821
Pacifico Contral 0442 ¢ 0827¢ 0634 C
Media época 0859 B PT22A

Promedios con la misma letra entre columnas o hileras no presentan
diferencias significativas segdn la prueba de Duncan (P<0 05).

Analisis de pH

Hubo diferencias significativas estadisticas de pH
entre las zonas (Cuadro 1 y Fig. 2), lo cual era dc
esperarse, ya que cf pH estd relacionadoe con el trata-
miento quc s¢ Ic brinde al cacao y el lugar donde se
encuentre ¢l drbol afecta ¢l grado de acidez. Asi, por
cjemplo, una sombra escasa sobre ¢l drbol provoca que
se desarrolle 60% mds de acidez libre total que en
irboles jdvenes con sombra media o excesiva (7, 12).
Ademds, el grado de madurez con que se recolectaron
las mazorcas puede afectar el proceso de fermentacion,
y esta pudo controlarse en los agricultores estudiados.
Si Ia marorca se recolecta sin estar madura, la pulpa
tendrd un contenido mas bajo de azicares, lo cual
provocard menor generacion de dcido, por o que a
fermentacion serd més lenta,
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Fig. 2. Resultados del snatisis de pll practicado a cacao de cuatro
zonas de Costa Rica en dos épocas del afto

En la Zona Atldntica, ¢l cacao presentd el pH més
alto y en el Pacifico Central ¢l més bajo de acucrdo con
los promedios totales. Evaluando este comportamicnto
en cada una de las épocas, se determing que en la ¢poca
Huviosa ¢l pH mds alto era del cacao de 1a Zona Sur, e
siguicron los de las zonas Atldntica y Norte, entre fas
que no hubo diferencias estadisticas significativas, y {i-
nalmente cl de la zona det Pacifico Central, En la época
seca, ¢l cacao de la Zona Addntica fuc ¢l que mostrd el
pH mds alto, le siguicron el de las zonas Norte y Sur
(entre 1as que no hubo diferencias estadisticas significa-
tivas) y finalmente ¢l de la zona del Pacifico Central
(Cuadro 1 y Fig, 2). Unicamente las muesirag del
Pacifico Central en ambas épocas y las de la Zona Sut
en época seca indicaron que estaban bien fermentadas,
de acuerdo con ¢l Cuadro 2.

Cuadre 2. Valores asignadas 2 cada andlisis de acuverdo con el
grado de fermentacién, aplicados al cacao en grano
seco (Theobroma cacag), para conoecer su calidad,

Anélisis Bien Mal Sin
fermentade fermentado  fermentar

Peso seco {2) 043 - | 689 0902 - § 1546
Ceniza (%) <340 > 3.40
pH 495-575 575-6355 6.55-705

Acidez total {ml
NaQi 01 M/g) 606-256 256-2121 221-114

Nitrégeno towal (%) < 2.02 =202
Nitrégeno

soluble (%) 1312-828 1.55 042
Grasa (%) 44,96 - 61 45 50.03 - 58.08
Polifenoles totales < 3.00 >3.00
Taninos <336 > 336
Antccianina

(absorbancia) Q057 -0244 0244-0794 0794 -2 564

Los resuliados se calcularon en base seca, exceplo ¢f andlisis de
antocianinas y pH

Turrialba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 287 - 293
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Segin la informacidn recopilada por medio de las
encuestas, fa Zona Pacifico Central ¢s un lugar donde
los agricultores, por wrabajar con un producto auevo
para cllos, estin aprendiendo a mancjarlo adecuada-
menie y usan algunos métedos de [ermentacidn, 1o que
Jjustifica que sea la (nica zona con un pH bajo deniro del
limite aceptado comoe bien fermentado de acuerdo con
el Cuadro 2. En las zonas Atidntica y Sur, antcs de la
aparicion de la monilia cn 1979, se escurria ef cacao cn
sacos y era suficiente para lograr un cacao do sabor
aceptable, pues se cultivaba un cacao acriollado; sin
embargo, después de 1979 se introdujo al pais up
hibrido con un cruce {orastero para lograr resistencia a
las enfermedades y mayor productividad, el cual re-
quicre por lo menos cinco dias para [crmentarse, si se
usa un buen sistema. Los cacaoteros pequefios, que son
fa mayoria (17), no integraron estos cambios al mancjo
poscoscecha y por tradicidn siguen usando ¢l método de
sacos. Estas zonas, por lo lanto, {ucron las mds
problemdlicas en cuanto al Lratamicnto poscosccha
dadoal cacao. Muy pocos productores utilizaron buenos
sistemas de fermentacion como fue el caso de Coope-
sancarlos, Coopalca del Sur, de algunos agricultores
independicntes en San Isidro del General, Quepos,
Upala y Pejibaye de Turrialba.

No s¢ prescntaron diferencias cstadisticas signi-
ficativas entre los materiales de las dos épocas de cose-
cha, de acuerdo con los promedios lotales; sin cmbargo,
alanalizarcadaronascobservéqueen la Zona Atldntica
¢l cacao lenia un pH més alto y en laZona Sur, uno mds
bajo durante a época seca (Cuadro 1y Fig. 2} Aunguc
se esperaba mayor acidez durante la época Huviosa en
cl grano de todas las zonas, ya quc la pulpa cstd mds
himeda y permite que la lermentacion dure los dias
requeridos para obiener una bucna calidad; al contrario,
una pulpa sccaal cabo de tres diss no se pucde lermentar
mds, pucs ya no hay humedad y los granos sc empiczan
a pegar catre si.

En la Zona Atlanlica, como sc esperaba, el pH fue
mayor en ¢l cacao de la época seca; sin cmbargo, no
hubo dilerencia cn la precipitacion entre Ias dos épocas,
por lo gue tampoco cxistio en la medicion de pH. La
explicacidn puede enfocarse desde {a cantidad de masa
por fermentar; puesto que, segdn los agriculiores, du-
ranie ¢l periodo de enero a abril {a cantidad de cacao
cosechado disminuye {Fig. 1), lo cual puede condicio-
nar al produclor a no escurrir ¢f cacao y mucho menos
a fermentarlo correctamente. Pequefias cantidades de
cacao no se pueden fermentar (18), pucs al colocar poca
masa de cacao cn los $3c08, ¢ MONLONes o en cajas para

{fermentarlo, no ocurre ¢l aumento necesario de tempe-
ratura, por lo que no sc producen los cambios descados
dentro del cotileddn. Si el agricultor cosecha poco
cacao cn baba, no fo va a escurrir sino que 1o lava y lo
seca, de acuerdo con las encuestas realizadas,

Probablemente, en lag otras dos zonas Nortc y
Pacifico Central, no hubo diferencias en el pH delf cacao
entre Jas dos épocas del afo, debido a que los dos
cfectos se compensan. En a época Huviosa hubo mds
pulpa, pero la temperatura de fermentacion fue mis
baja; micatras que en época seca se tuvo menos pulpa,
aungue la temperatura ambicnte fuc mayor. Ademis, el
procedimiento ulilizado para la lermentacion en cstas
zonas es mas cficiente y sc aplica con mayor regulari-
dad que en los otros dos Jugares,

Porcentaje de ceniza

Se presentaron pocas variaciones ¢n cl cacao en
cuanto al contenido de cenizas, al comparar los prome-
dios totales de las cuatro zonas (Cuadro 13; tinicamente
la Zona Sur mostré mayor porcenisje de cenizas. Al
cvatuar las zonas, en cada una de las épacas, sc observa
encl Cuadro 1 y en la Figura 3 que, cn la época scea, cl
cacao de la Zona Sur contiene mayor cantidad de ceni-
zas que cl de las otras tres zonas, micniras que cn ia
época Huviosa no se presentaron diferencias estadisti-
cag significativas enire Ias cuatro zonas. Sc csperaba
que hubicra pocas diferencias entre los materiales de las
zonas, dado que la exudacion de las cenizas se pucde ver
aleciada solo de dos mancras: primerg, por la tempera-
tura de fermentacion, gue depende de la cantidad de
masa gue s¢ fermente, del sistema empleado y de la
altitud de 1a zona; segundo, por la humedad del medio.
Las cuatro zonas ticnen cacao con una humedad seme-
jante, ya sca de época Huviosa o seca; el escurridoes el
método que se practica con mayor {recuencia y como
estdn a una misma altitud sobre ¢ nivel del mar, los
cambios sufridos en el cotiledon lueron similares en
cllas. La Zona Sur fue la dnica que presentd cacao
difcrente, y no se dio una explicacidn satislactoria;
podria pensarse que el tipo de suclo y clima influyenen
cllo, pero no se pudo comprobar csta hipotesis.

Existe uia contradiccion en la Zona Sur durante la
época seca, pues el pH indicd cacao bien fermentado,
pero las cenizas seflalaron que no recibid ningdn proce-
so de fermentacidn. La explicacion es que la humedad
de Ia pulpa influye de dos formas sobre ¢l proceso: por
ser fa pulpa mds seca permite que el aire circule libre-
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Fig. 3. Resultadas def porcentaje de ceniza practicade a cacao de
caatro zonas de Costa Riea en dos épucas.

mente entre los granos, eso {avorece la oxidacién de
etanol a dcido acético (13), sin embargo, la escasez de
liquido impide 1a migracion de las cenizas.

Al comparar las épocas, sc encontrd durante la seca
mayor cantidad de cenizas que en la Huviosa; este fue el
compartamiento del cacae en las cuatro zonas. A pesar
de que Alvarado, Villacis y Zamora (1) no encontraron
diferencias estadisticas significativas cn el contenido
de cenizas durante los meses que analizaron; Quesnel
{14), sin embargo, indicd que la fase anaerdbica es mds
larga cn la estacidn himeda, lo cual provoca que haya
mayor exudacién de sustancias solubles,

De las muestras de Ia época lluviosa las de la Zona
Sur [ueron las vnicas que indicaron que no hubo fer-
mentacidn, las demds se cncontraron en ¢l dmbito de
cenizas para cacao bien fermentado; mientras que en la
época scca, todas las zonas presentaron valores de
ceniza para cacao no fermentado (Cuadro 2).

El agricuitor, durante ia época Huviosa, debe escu-
rrir ¢l cacao en bolsas de polictileno, cuando no aplica
un método adecuado de fermentacidn (gavetas Rohan,
montones, cajoncs, otres), para remover la pulpa antes
de secar cl cacao; de otra manera, la pulpa impide
alcanzar un porcentaje de humedad bajo durante la
elapa de secado solar. En época seca, poca pulpa rodea
a la semilla y, ademas, la cosccha de mazorcas es baja,
to que provoca que no cl escurrido sca menor de tres
dias y, en algunos casos, ni siquicra s¢ hace; asi, la
exudacién de cenizas es poca o nula. Ademds, si en
ambos periodos se aplica el escurrido, la baja humedad
aflecta negativamente el proceso, pucs en condiciones
secas, disminuyen los procesos microbioldgicos y
bioguimiceos de Ia cura, y el movimiento de sustratos,
enzimas y de compuestos que se exudun ¢s menor (8).

Contenido de antocianinas

La mayor cantidad de antocianinas se encontré en
el cacao de {a Zona Atldntica, le siguieron en magnitud
clde las zonas Norte y Sur, v finalmente, el del Pacifico
Central (Cuadro 1); de acuerdo con los promedios
totales, se mantuvo la tendencia antes descrita tanto en
la época seca como en Ia lluviesa (Fig. 4).
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Fig. 4. Resultados del andlisis de antocianina practicado a cacao de
cuatro ronas de Costa Rica en dos épocas

En relacion con ¢l Cuadro 2, los valores para el
Pacifico Central y Ia Zona Norte, durante ta época Hu-
viosa, se encontraron dentro del 4mbito de cacao mal
fermentado, y las otras zonas, en el del cacao sin fer-
mentar. Eso se debid a que los productores del Pacifico
Central usaron mejores sisternas de fermentacién, con
lo que se confirma to expuesto por Vargas y Sota (17),
quienes sefialan que los agricultores, en su mayoria,
utilizan el método de bolsas de polietileno para darle
tratamiento poscosecha at cacao, con ¢l cual se impide
queocurrantodas lasreaccionesenziméticas y oxidativas
deseables para obtener un cacao de buen sabor.

El cacao de las cuatro zonas estudiadas presentd,
durante la época seca, mayor cantidad de antocianinas
que en la Huviosa (Fig. 4); porque la poca humedad en
la estacidn seca, tanto en la pulpa como dentro del
cotileddn, retardd las reacciones bioquimicas (8, 13,
16). Ademds, en época seca muchos agricultores no
colocan el cacao en las bolsas, ya sea porque se recolec-
ta muy poco, o porque la pulpa estd 1an seca, que, i lo
hacen, corren el riesgo de no secar bien el cacao, yaque
los granos se aglomeran =n una pulpa poco hiimeda,
pero azucarada. En época lluviosa, el cacao presentd
menos pigmentos, aungue no valores suficientemente
bajos como para considerarlos mal o bien fermentados
de acuerdo con el Cuadro 2, puesto que los productores,
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cn sumayoria, colocan el cacao en bolsas de polietileno
por tres dias, sin removerlo, para destruir la pulpa. En
esos tres dias, apenas sc le da tiempo para que muera el
embridn y cuando las enzimas estin empezando a
actuar sobre ¢l sustralo, se detiene cl proceso, porlo que
no sc logra la hidrélisis total de los pigmentos.

Otros analisis

En ¢l Cuadro 3 se encuentran los resultados para
los andlisis de acidez total, porcentaje de grasa, de
polilenoles totales y humedad, y peso seco del grano de
cacao, para mucstras recolectadas en época luviosa. Al
comparar estos valores en promedio con los valores es-

Cuadro 3. Acidez totad, porcentaje de polifenoles totales y grasa
y peso seco correspondientes o cacao recolectado en
cuatre zonas de Costa Rica (1989)

Zana Acider Pofifencles  Grasa Peso
totaj totakes SeCo

Atldntica 422 1533 5357

Norte 416 1281 5283

Sur 3162 1454 5342

Pacifico 5.44 1281 5442

tablecidos en ¢l Cuadro 2, se observa que las cuatro
zonas presentaron una acidez lolal correspondiente a
cacao bien fermeniado, entre 2.56 y 6.06; sin embargo,
¢l porcentaje de polifenoles totales mostré valores para
cacao sin fermentar. Esta contradiccion se explica por
losmétodos utilizados por losagriculiores para fermentar
el cacao, donde cf mas comdn es el de bolsas de
polictileno; este procedimiento permile que una gran
cantidad de dcido se genere sin que la lemperatura del
sisterna se cleve mucho, por lo que no hay muerie del
embrién dentro de las primeras 48 h de fermentacion, de
mancra que cuando los agricultores secan el cacao, las
enzimas no han podido actuar sobre los polifenoles.

Estos andlisis no coinciden con las tendencias del
anilisis de pH y de anlocianinas; sin embargo —ya se
menciond— son los gue logran separar mejor el cacao
fermentado de aquel sin fermentar; por o tanto, los re-
sultados obtenidos de ellos son més contiables.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

— El cacao dc la Zona Sur presenia una calidad
inferior en comparacién con las otras zonas. El

Pacifico Centrales la zona que produce un cacao de
mejor calidad, aunque requicre mejorar sus sis-
termas de fermentacicn,

La época de fermentacion influye dircclamente
sobre la calidad del grano, Durante 1a época Hu-
viosa se produce cacao de mejor calidad, en trmi-
nos de porcentaje de ceniza y antocianinas, que
durante 1a temporada seca.

Un 12% de la produccién evaluada presenta un
cacao bien fermentado y corresponde al benefi-
ciado por algunos productores y cooperativas en
forma aislada que usan sistemas de fermentacion
adecuados.

Se recomienda realizar un estudio con el fin de
mejorar las condiciones de Ia fermentacidn durante
la época seca, para que los granos se¢ puedan
fermentar cinco dias sin que se aglomeren.

Se sugiere que los agricultores se asocien y esta-
blezcan sistemas adecuados de fermentacion, que,
de owra forma, no podrian conseguir; ademds, la
masa por {ermentar seria mayor con lo que se
favoreceria la temperatura del proceso.
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Efecto de fa Altitud sobre el Proceso de Fermentacion!

ABSTRACT

Sixteen samples were taken of four cocon varieties, two of
“fine” and two of “bulk’ cocon, bath fermented and unfermen-
ted. The samples were from two different aititudes. Ten chemical
analyses were used (o determine the effect of altitude on the
fermentation. The sampies from 40 mast showed more severe
changes than those from 600 mash, except fur pH and total
acidity. The room temperature at altitudes near sea level helped
to reach higher temperatures during fermentation, which could
also be maintained longer than the temperatsres reached at
higher altitudes. Chemical reactions and other changes during
fermentation were shown to be mare rapid.

INTRODUCCION

a fermentacion cs indispensable para obtener
una buena calidad de cacao procesado. En

4 cleclo, un chocolate claborado a partir de
almendras no fermentadas se caracteriza por una fuerle
astringencia, y una ausencia de aroma; micniras que cl
claborado a partir de almendras fermentadas sc carac-
teriza por una débil astringencia, una amargura acepta-
blc y un sabor bien desarrollado (4)

Se conoce poco sobre el ambiente y los clectos
gendticos en la quimica de 1a semilla, to que significa
cualquier diferencia en la fermentacién (11).

Phillips, citado por Pardo (13), observd, en dos
dpocas decosecha, diferencias en la velocidad de calen-
tamiento del cacao durante fas fermemtaciones, Allison
y Kenten, también citados por Pardo (15), demostraron
que el mayor incremento de temperatura logrado con ¢l
cacao de la cosecha principal, no cra debido a la

I Rectbido para publicacidn ¢l 7 de setiembre de 1990

*  Centro de Investigacion en Producios Naturales (CHPRONA),
Universidad de Costa Rica.

L. Cubero*, G Enriguez*, A Herndndez*, T Rodriguez®

COMPENDIO

Se recolectaron 16 muestras de cacao, de custro gendtipos
diferentes, dos acriollados y dos forasteros, fermentados y sin
fermentar, procedentes de dos diferentes altitudes sebre el nivel
del mar; se les aplicaron diex sndlisis quimicos con ¢l fin de
determinar ¢l efecto producido por 1a altited sobre 1a fermenta-
cion, Los cambios mds marcados duranfe la fermentacion se
presentaron en las muyestras correspondientes a 40 metros sobre
el nivel del mar, excepto para of pH y fa acidez total La tempe-
ratura del ambicnte de s zonas en altitudes cercanas af nivel det
mar favorecen una temperatura mayor durante of procese de
fermentacidn, cf cusd se produce antes que en zonas mas altas, y
se mantienen por mads tiempo; eso permite gue las reacciones y
cambios a 40 msnm sean méis rapidas.

temperatura ambicnial, sino a un mucilago miis hume-
do, consecuencia de una precipitacion mayor duranic ¢l
desarrollo de la mazorca,

Romeu (17) detecld una variacion en la acider de
las almendras, que dependid no sdlo de fa época de
cosecha y fermentacion, sino también del lugar de
procedencia del cacao.

La escaser de agua o de nutrimenios cn ¢l suclo
puecde variar ka composicion hioguimica de fos cotile-
dones (10). La deficiencia de cobre pucde disminuir la
formacidn de la enzima polilenoloxidasa y provocar
una mayor astringencia cn ¢l cacao procesado.

Rohan y Wood, a quiencs también se refiere Pardo
{15), indican quce las condicioncs cxiernas, lales como
temperatura ambicntal muy baja y abta humedad relati-
va cn ¢l momento de la fermentacidn, pueden retrasare
inclusive impedir ¢l ascenso de la temperatura de la
masa, formidndosc las Namadas [crmentaciones
“mucrias” o “babosas”,

Ramirez {16) sciiala que las temperaturas genera-
das por cuatro sisicmas de fermenlacidn de pequeiias
cantidades, en la localidad de Turrialba (600 msnm), sc
mantuvicron por debajo del nivel térmico producidoen
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localidades situadas a alturas inferiores a los 80 msnm,
de modo que a mayor altitud la fermentacion se demora
mds tiempo y se deduce que 1a velocidad ¢ integridad
del proceso, en una zona como Turrialba, son menores
que en otras localidades més bajas, donde las fases del
proceso no se desarrollan adecuadamente.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cuatro gendtipos o complejos genéti-
cos de cacao: mezcla de clones de los gendtipos Criollo,
Trinitario, Forasiero y granos del cultivar Catongo, de
los cuales se tomé una muestra fermentada y otra sin
fermentar, Lo anterior se realizd en dos altitudes dife-
rentes sobre el nivel del mar: 240 msnm {Finca La Lola)
y a 600 msnm (Estacién Experimental del CATIE en
Turrialba). Las muestras se recolectaron entre los meses
de junio y setiembre de 1988,

La fermentacidn se efectud en cajas Rohan modi-
ficadas y, en muy pocos casos, en montones de 70 kg
cada uno. Los montones se removian diariamente y la
fermentacién tardd cinco dias, en el sistema Rohan y en
monton. El secado, en todos los casos, fue solar,

A eslas muestras se les practicaron en el laborato-
rio del Centro de Investigaciones on Productos Natura-
les de la Universidad de Costa Rica los siguientes
anilisis: humedad, peso seco del grano, contenido de
grasa, contenido de ceniza, pH, acidez, contenido de N
total v N soluble, polifenoles toiales, taninos y antocia-
ninas.

El peso se midié con una balanza electronica marca
Mettler H31AR, segiin lo describen Egbe y Owolalbi
(9). La determinacién del contenido de humedad se
hizo mediante el méwodo descrito en la Norma Ecuato-
riana (8). El andlisis de grasa se realizé por medio del
método de Soxhlet, utitizando hexano como solvente y
una extraceién a 70°C durante 24 horas. La medicién de
N total y el pH fue de acuerdo con el método descrito por
Williams (1). La acidez se determind segiin e método
dictado por Barel (2}. Para los polifenoles se usd ¢l
método de Folin-Denis, descrito por Williams (1). Se
hizo una modificacién ¢n la preparacién de la muestra,
pues se tomd 0.2 g de cacao desgrasado y sc aford a 25
ml con metano! al 50 por ciento. Se agitd 5 min y se dejé
enreposo una hora. Ese liguido sirvid de muestra, segtin
lo expuesto por Cros, Villeneuve y Vincent (5). Los
{aninos sc analizaren siguiendo ¢! método descrito por
Broadhurst y Jones (3). Para ello, se usd como mucstra

elextracto preparado para medir los polifenoles. Con ¢l
método de Chassevent y d’Ornano (6), se determinaron
las antocianinas. Por ultimo, el contenido de cenizas y
el porcentaje de nitrégeno soluble fucron evaluados de
acuerdo con los métodos mencionados por Lees (12).

Cada andlisis se llevd a cabo con una sola repeti-
¢i6n y se hicieron seis veces por cada repeticién. La
fermentacién de cada una de las poblaciones genéticas
fue un factor limitante, ya que para la fermentacién se
requieren 70 kg de cacao en “baba”, y estas muestras s¢
tomaron de una plantacién experimental, donde el
niimero de arboles de cada clon es muy reducido. Por
2sa razén, no se pudo analizar mds de una muestra por
poblacidn, a pesar de que se hicieron repeticiones para
cada tugar y tipo de fermentacidn, y dos repeticiones
para cada poblacién genética.

RESULTADOS Y DISCUSION
Peso seco

No se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre ¢l cacao cultivado y procesado a 40
msnm y a 600 metros sobre ef nivel del mar,

Ceniza, polifenoles totales, taninos y antocianinas

En promedio, el cacao sin fermentar, a 600 msnm
(Turrialba), tuvo menor cantidad de ceniza (Fig. 1), de
polifenoles totales (Fig. 2), taninos (Fig. 3) y antociani-
nas (Fig. 4) que el de 40 msnm (La Lola); sin embargo,
después de fermentarse retuvo més de los cuatro com-
ponentes mencionados que el cacao de 1a zona baja.
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Flg. 1. Efecto de la altitud sobre 1a fermentacion cn el porcentaje de
cenizas
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Fig. 3. Efecto de la altitund sobre la fermentacidn en el porcentaje de
laninos condensables.
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Fig. 4. Efecto de Ja althud sobre ka fermentacion en ef contenido de
antocianinas {absoroancias;.

Este comportamiento fue simitar al sefialado por
Ramirez (16) y Vargas (20), guienes encontraron que
en zonas localizadas a una altura de 600 msnm, las
temperaturas de {ermentacién son mds bajas que en
zonas cercanas al nivel del mar; de manera que la
fermentacidn demora mds tiempo. Varpas (20) indico
que en zonas como Turrialba la temperatura inicial s

mas baja, por eso tarda mis tiempo en alcanzar la
temperatura maxima de fermentacion, la cual es inferior
a la alcanzada en zonas cercanas al nivel del mar, y se
mantiene por menos tiempo; eso provoca que las fases
del proceso no se desenvuelvan adecuadamente, Las
temperaturas maximas se alcanzaron primero al nivel
del mar que en zonas cercanas a ios 600 msam; por lo
que la muerte del embridn sobrevino més ripidamente
en los 40 msnm (18). Esto favorecid que, en forma mias
temprana, la glicosidasa, la proteasa y, posteriormente,
la polifenoloxidasa eniraran en cOR{acto con sus sustra-
tos, fo que permitié un mayor tiempo de actividad.
Ademds, en las altitudes cercanas al nive! del mar, ia
temperatura de fermentacién fue més aliz que a 600
msnm (16, 17); eso estimuld la actividad de dichas
enzimas, cuyas lemperaturas dptimas se encuentran
entre 45°C y 50°C (11, 13).

Se observa también pérdida de cenizas, polifenales
totales, taninos y anlocianinas durante el proceso de
fermentacion. Esta pérdida fue una consecuencia de la
permeabilidad de las células del grano, una vez muerto
elembrion, lo que permiti6 que las cenizas difundicran
hacia ia testa, diluidas en los liquidos que estaban
entrando y saliendo del grano, y que las enzimas se
pusieran en contacto con los polifenoles —tianinos y
antocianinas— para hidrolizarlos, oxidarlos y polime-
rizarios.

pH y acidez total

El pH mis alto se encontzd en el cacao recolectado
a 600 msnm, sin fermentar; sin embargo, luego de la
fermentacién, fue mds alto en el cacao de 40 msnm (Fig.
5). La acidez to1al se determiné menor a 600 msnm
cuando el cacao eslaba sin fermentar, ¥ no se presenta-
ron diferencias estadisticas significativas después de la
fermentacién (Fig, 6).
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Fig. 5. Efccto de la altitud sobre Ta femnentacion en ef pH.
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Fig. 6. Efecto de ja altitud sobre la fermentacion en la acidez total (mi
NaOil 0,1M/g cacao).

Se deduce que las diferencias mds marcadas, entre
el cacao fermentado v el sin fermentar, se presentaron
alos 600 msnm, tanto en acider wotal como en pH. Esta
disminucién pudo ser consecucncia de la temperatura
de fermentacion alcanzada duranic el proceso. Vargas
(200 y Ramirez (16) informaron gue la masa del cacao
de Turrialba alcanz6 una temperatura menor durantc la
fermentacion, que el provenicnie de una finca localiza-
daaunaaltura semejante a La Lola, como consccuencia
de la temperatura ambicnte mas baja, Ja cual influye en
el inicio de 1a reaccion de oxidacion (16). La iempera-
tura de fcrmentacidn mds alta, que sc encontré ¢n ¢sias
investigacionges, fuc a 40 msnm (La Lola), y se debca
una mayor oxidacidn de etanol a dcido acético con el
correspondiente aumento de concentracion de dcido en
la pulpa circundante; sin embargo hubo mayor evapo-
racién de dcido acético al medio y oxidacion de éste a
diéxido de carbono y agua; esc hecho provocd que a 40
msnm hubicra menor ingreso de dcido al cotifeddn.

Porcentaje de nitrogeno total

No se presentaron diferencias estadisticas signi-
ficativas edtre ¢l cacao fermentado a 40 msnm y el
fermentado a 600 metros sobre ¢l nivel del mar.

Porcentaje de nitrogeno soluble

El cacao fermentado 2 40 msnm (La Lola) conienia
mayor cantidad de N soluble que el no fermentado (Fig.
7y; mientras que ¢l cacao a 600 msnm presentd un
comportamicnto opucsto Durante cf proceso de bene-
ficiado, cl cacao debe sufrir un aumento de N soluble,
por lo que se le da una explicacidn satisfactoria a este
comportamicnto.
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Fig. 7. Tifecio de la altited sobre fa fermentacién en el poreentaje de
nitrégeno soluble

Se constatd que a 40 msnm (La Lola), cf cacao
perdié mas N soluble al fermentarse que a 600 msnm
(Turrialba) Estc comporamicnto fuc ¢l esperado, pues
—~COMO ya s¢ menciond--- 1as zonas que se cacucntran
auna altitud cercana al nivel del mar alcanzan en forma
mas temprana la temperatura mdxima de fermentacion,
fa cual s mas alta y se manticne por més tiempo que ¢n
altitudes de 600 msnm (20}; con csto sc favoreee una
{ermentacién mis rdpida y efcctiva, asi la hidrélisis de
la proteina se producc antes, lo mismo que las reaccio-
nes con polifenoles v 1as exudaciones.

Pocentaje de grasa

Entre ambas altitudes (40 msam y 600 msnm), el
porcentaje de grasa no mostrd diferencias estadisticas
significativas.

CONCLUSIONES

—  Los polifenoles totales, dentro de los cuales cstin
incluidos los taninos y las antocianinas, tienden a
acumularse, en mavor proporcién, cn alras
cercanas al nivel del mar (40 msnm), cuando no se
han fermentado; sin cmbargo, es, en esta zona,
donde el cacao sufrc las mayores pérdidas de estos
compuestos durante ta fermentacion.

— Los cambios son mis pronunciados cuando Ia
fermentacion se Heva a cabo al nivel del mar que en
zonas con mayor altitud, Por ¢s0 es mas ventajoso
fermentar a altitudes cercanas a los 40 msnm gue 2
los 600 metros sobre ¢l nivel del mar.

Turrialba Vol 42, No. 3, 1992, pp. 294 - 298



298 TURRIALBA: VOL. 42, NUM. 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1992

LITERATURA CITADA

L ANALYTICAL METHODS OF AOAC 1984, 14 ed. 5. Wi-
Hiams (Bd.) EEULU., AOAC p. 187,199

2. BARELM. 1987 Délai d'écabossage: Influence sur les
rendements et la qualité du cacao marchand et du cacao
torréfié. Café, Cacao, Thé 31(2):141-150.

3. BROADHURST, R.; JONES, W. 1978 Analysis of condensed
tanins using acidificd vainillin Joumnal of Science and Food
Agricoliure 29:778-794

4. CROS,E;ROULY,M;VILLENEUVE, F; VINCENT,J. 1982,
Recherche d'indice de fermentation du cacao 11, Estimation
de la matidre coloranie rouge des féves de caco. Café, Cacao,

Thé 26(2):115-121.

5 CROS,E.; VILLENEUVE, F; VINCENT, 1.C. 1982 Recherche
d'indice de fermentation du cacao: Evolution des tanins ctdes
phénols totaux de fa feve Café, Cacao. Thé 26(2):109-114

6. CHASSEVENT, F; D'ORNANG, M. 1966. 12 detcrmination
photomeétrique des pigments du cacao: Essais de la méthode
intemationale de I'OICC et de quelques variantes. Calé,
Cacao, Thé 10(3%:243-266.

7. DIAZ, R 1989 Caractesfsticas quimicas del suclo de Ja plama-
cidn experimentat del CATIE en Turrialba Turriatha, Costa
Rica (Comunicacién personaf)

& ECUADOR. 1975. Cacao en grano. Determinacion de humedad.
Ec , Institno Ecuatoriano de Nommalizacidn. 3 p

9. EDGE, N.E; OWOLABI, C A 1972, Quality of Nigerian co-
mmercial cocoa beans Turnalba 22{2):150-1535

10 ENRIQUEZ, GG. 1982 Lacura o beneficio dei cacao: Curso corto.
Turrialba, CATIE 96 p

11. HARDY, F. 1961 Masnual del cacao. Turrialba, JICA. p. 200

12. LEHRIAN, D PATTERSON, G. 1983 Cocos fermomation
Biotechnology 5:529-575.

13. LES, R 1969. Manual de anélisis de alimentos Zarapora. Acri-
bia 231 p.

14 LOPEZ, A. 1986 Chemical changes occunng during the proce-
ssing of cacao. In Biotecnology. P.Dimuck (Ed.) EE UU,

Ceollege of Agriculture of Pennsylvania State University p.
19.53.

15 PARDO,J 1988 Herencia de la capacidad de fermentacion. peso
medio de almendra, contenido de testa y porcentaje de grasa
en el cacao (Theobroma cacac 1.} Tesis M Sc Universidad
de Costa Rica-CATIE 170 p

16 RAMIREZ, 1J. 1988 Tiswdio de 1a femnentacién del cacac
(Theobroma cacao) mediante cuatro sistemas de fermenta-
cidn en chatro zonas cacaotesas de Costa Rica TesisIng. Apr.
TFurmialba. Universidad de Costa Rica 142 p

[T ROMEAU, A 1980 Acider libre (pl{) cm amendoas de cacau da
regido sul-baiana. Itabuna, Bahfa Centro de Pesquisas do
Cacou. Informe iéenico p. 241-244

18 SORIA, 1. 1966. Obtencion de clones de cacao por el método de
seleccidn. Turdalba 16(2):119-124

19 THE COCOA, CHOCOLATE AND CONFECTIONERY
ALLIANCE 1984 Cocozbeans 3ed U K. 19p

20. VARGAS, 1. 1988 Comparacitn dela feementacion de pequediag
cantidades (25, 37,5 v 50 kg), de cacao (T heobroma cacao)
en tres difercntes zititudes de Costa Rica. Tesis Ing Apr
Turrialba. Universidad de Costa Rica. 102 p



General Morphology, Growing Conditions and Development of Fiber
Filaments in Lechuguilla (Agave lecheguilla Torr.)!

ABSTRACT

Lechuguilia (Agave lechequilla Torr.} varies In morpholo-
gical types and abundance under different edaphic cenditions,
Fiber celis in lechuguilia develop at the hase of thedeveloping leaf
fram procambial cells surrounding an undifferentiated meso-
phyll. Gradually these procambial cells develop into fiber cells
and are transformed into fiber bundles with xylem and phloem
an the concave side of the bundle. The sequential processes of the
developmaent of fiber cells and fiber bundles are discussed. The
fiher bundies are youngest at the leaf base and highty matured at
the leal apex.

Key words : Lechuguilla, merphology, meristem, anatomy, fiber
cells, fiber bundles, growth of fiber filament, quality.

INTRODUCTION

lant fibers have been used since the beginning
of civilization and are obtained from different
plant organs, including stems, leaves, seeds or
fruits (9). They vary if their mode of development,
structure, yield and quality (1, 5, 6, 8, 9, 10). Yucca
(Yucca carnerosana) and lechuguitla (Agave lechegui-
Ila) are important commercial fibers and arc significant
natusal resources in the arid regions of Mexico (11,13}
These two specics play an important role in the econo-
my of some rural people {11).

1 Reccived for publication 22 January 1991,
The authors thank the Centro de Investigacion, Facultad de
Agronomia, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn for the
facilities afforded for this study, and Femando Jiménez Guzman,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, for his help in taking the
microphotographs. Thanks are also duc 1o Dr. Paul R, Larl for
revising the manuscript
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taria, Apantado Postal F-16, C P. 66430, San Nicolss de Los
Garza, N.L., Méx

R.K Maiti*, M.G_Garza de la Riba*

COMPENDIO

Se determind Ia influencia de diferentes condlciones ed4fi-
cas sobre 1a sbundancia vy tipos morfelgicos de lechuguilla
(Agave lechequilla Torr.). Las fibras cefularesdela techugulillase
forman en a base de [as hojas en desarrollo a partir de las células
procambilales que rodean el meséfile indiferenciado. Estas céiu-
ias procambiales se forman gradualmente en células de fibras y
se convierten en un manojo de fibras con xilemz y fleema en su
lade céncavo. Se discute la secuencia de los procesos en el
desarrollo de las célutas de fibra y de 1os monojos, los que son
menos madures en la base de la hoja y més maduros en el dpice.

Owing to its high bending modulus, resitiency and
springincss, lechuguilla fiber is in great demand in
many countrics for mass production of machine scru-
bbing brushes (3, 4). Mait (7} reported that some
species of Agave (A sisalana and A cantala) could be
substituted for A. lecheguilla in its atilization in machi-
ne scrubbing brushes, provided the fibers arc treated
with resin. 'The anatomy of the fiber filamenis can be
correlated with the quality of the fiber (7, 8, 9). Signi-
ficant differences were found in morpho-anatomical
structures and yicld componentsinA. leche guillaamong
differont localities, and many of the morphological and
vield components were well correlated (6, 13). Aregre-
ssion model was able to be formulated for the prediction
of fiber yield as a function of different morphological
and anatomical variables.

Data (1) reported that fiber cells in A. americana
develop from the protophloem as well as from the
ground tissue. The present study seeks to explain the
general morphology, the developmental anatomy of
fiber in A lecheguilla, and o correlate growing
conditions and fiber quality.
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MATERIALS AND METHODS

Three kinds of leaves were collected for the study
of the development of fiber bundlcs: 1) very young
tcaves from the central cone, or “cogollo”; 2) partially
developed leaves from the middle whorls; and 3) fully
maturc lcaves from the external whorl of the plant.

Transverse sections were made from the three ty-
pes of leaves at the base, middle and tip with a freezing
microtome at 50/um . For observation, each 50/um (Alt
230) fresh section was pul in 70% alcohol, then trans-
ferred 10 distilled water and mounted on a slide with a
drop of glycerine and a drop of safranin (2% in watcr)
with a cover slip.

The [iber filaments were extracted lrom the basal,
middle and tip portions of the developing and mature
leaves and then macerated with 10% nilric and 10%
chromic acid (1:1) in a test tube at 60°C (2). From four
10 24 hours were required for maceration, depending on
maturity of the fiber filaments. The macerated fiber
filaments from the base, middle and top portions were
washed with water, and a fragment of fiber filament was
mounted on a shide in 50% glycerine and stained with a
dropof safranin or cosin. The developmentof fibercells
was also studied from serial longitudinal scctions.

The fibers were extracted by scraping off the
parenchymatous mesophyll tissue with a knife and
drying it in an incubator at 60°C for three days. The
tension and clongation of fiber strands of five large
fiber filaments {obtaincd from the three regions of the
leaf) and five short fiber filaments ({rom the peripheral
regions of each leaf) were measured with a dynamome-
ter (Woodbrand and Co. Lid., U § A.). Fiber quality
tests were measared only from the middle portions of
each fiber filament,

RESULTS

General morphology
and growing condition

A lecheguilla is a monocarpic plant with a crown
of basal leaves at the soil surface emerging from a
central cone (“cogollo”). The leaves are lanceolate,
tough in texture, and very fibrous, with a bluish ar light
green leaf surface and marginal curved spines (Fig. 1).
The flowers are pedicellate borne in a fong inflorescen-
ce (Fig. 2).

Fig. 1. A lecheguilla, plant with a rosette of basal leaves having
marginal spines and central leafy cone; “cogollo™ (x 173
approx )

Fig. 2. A lecheguilla flowers with fleshy peduncle, lealy perianth
and pendant versatile anthers (x 2 approx.}

Lechuguilla shows great variability in plant densi-
ty and morphology under different edaphic conditions
and degree of surface inclination in the arid regions of

- Nuevo Leon. It grows in rocky soils, with population

density decreasing with a decrease in pebbles. Morpha-
logical types vary in leaf oricntations, leaf forms, leal
dimensions, marginal spincs and pigmentation.

Developmental anatomy
of the fiber bundle

‘The developmental siages of the {iber strands can
be observed from the wansverse sections of the develo-
ping and mature lfeaves at three different positions:
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base, middie and top of central whosl, and also at the
middle whotl and in the peripheral leaves (Figs. 3-14).
A transverse section at the actively growing meristema-
tic leaf hase of the “cogolio” indicated that the procam-
bial cells first form an incomplete circle of cells with
accumulation of dense protoplasm, followed by a
complete circle surrounding undifferentiated tissue in
the center (Fig. 3). Gradually this takes on a crescent
shape with the development of the vascular bundle on
the concave side, The inmer thin-walled tissue was
gradually pansformed into fiber cells starting from the
concave and progressing to the convex side of crescent

B #
R .*..

(Fig. 3). g EL X

Fig. 4. Transverse scction at the basc of young leaf showing gradual
translormations of thin-walled parechymatous lissuc into &
partially lignified fiber bundie (x 600).

Fig. 5. Transverse section of the young leal al midregion showing
uniform partial lipnification of developing fber cells with

Fig. 3. Transversc section at the base of young leaf from “cogollo™ broad lumen (x 600)
showing (a and b} circles of procambial cells encircling
undefined central tssue and (¢ and d) showing gradual
development of fiber cells from the inner convex side of the
sernilunar fiber bundle 2 150,

Ina wansverse section of the leaf at the base, middle
and wop portions of the three types of leaves, the fiber
cells in the fiber bundles showed a gradual increase in
degree of lignification with a broad lumen (Fig. 4), but
the middle and apex of the same lcaf showed higher
degrees of tignification with a narrower lumen (Figs. 5
and 6). Subsequently, the maturing fiber cells in the
bundle showed a greater degree of lignification at
different positions in the middle and peripheral lcaf
whorls (Figs. 7 and 8). The fiber cells at the base of the
mature leaf of the peripheral whorl were highly lignified

i H reeion of Fig. 6. Transverse scction of the young feaf at the apex showing
g:;%c:gi:?grzl;arcd with the same region of younger warked lignification of fiber cells and a narrow lumen in the

differentiated fiber bundle {(x 600)

Turrlalba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 299 - 305
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Fig. 7. Transverse section at the base of a partially developed Jeaf
from the middlc whorl showing gralual ligaification of
well- developed fiber eells in the bundle (x 600).

TR A
SRR

Fig. 8. Transversc section at the midleal region of the parially
developed leal in the second whort showing further develop-
ment of bundle {x 600).

'_d\'ﬁ:u.;i » W

showing lignified fiber cells with a broad lumen (x 600)

TR SN A
LIRS Sl

Fig. 9. Transverse scction al the base of a mature extemal leaf

Owing to the extreme degree of lignification, it was
not possible to section the apical spine of the mature
leaf. ‘The fiber bundles arc at a much younger stage of
development in the lcaves of the “cogollo™ compared
with the middle and extemnal leaves, which arc highly
lignified. Consequently, the fiber strands of the leaf
base extend and converge gradually along the growing
leaf through mesophyll tissue until they finally unite in
the teaf apex to form the strong spine in ail the leaves.
The filaments at the margin of the leaf are short and do
notreach the apex. The iniiation of the fiber bundie was
assaciated with the initiation of protophloem and pro-
toxylem in the concave region of fiber bundle.

Subsequenlly, the development of the fiber bundle
was closely associated with the development of the
vascular bundle growing from the base to the apex. The
highly developed vascular bundic showed organized
phloem and xylem having a sheath at the concave side
ofthe large fiber bundle. Differentiation of fibers occurs
at twa points: one in the protophloem and another in the
abaxial xylem.

Development of fiber cells

The fiber initials were developed in the merisiem at
the leaf base as a result of procambial ccll formation
associated with denser cytoplasm compared with the
surrounding celis. Once formed, the developing fiber
initials gradiually clongate vertically from the meriste-
matc base with thickening of sccondary cell walls
along the growing lcaves. The lumen showed accumu-
lated granular protoplasm with depositions in the pri-
mary cell wall (Fig. 10). Subsequently, the secondary
wall thickens into a spiral reticulate pattern (Figs. 11
and 12).

Fig. 10. A developing fiber cell showing depositions of protoplasmic
contents on the primary wall in the form of small paiches
fcaving pore spaces in between and accumulation of proto-
plasmic granules (arrow) {x 1000)
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Fig. 11. A developing fiber cell showing accumulation of protoplas-
mic contents in spiral and reticulate manner (arrow 10
secondary fiber cell walf) (x 100)

Fig. 12 A contrasting view of a developing fiber ccll wall showing
protoplasmic granules and depositions of secondary cell
wall material in a spiral (x 100)

Fig. 13. Fiber cell in the middle pant of a young leaf showing broad
lumen and irregular constrictions {x 1{(0}.

Fig. 14. A maturing fiber cell showing depositions on primary cell
wall in small bands lcaving pore spaces in between and
presence of granules 1o form the secondary cefl wall (x

1000).

The fiber cells in the middle of a leaf have a broad
jumen with irregular constrictions (Fig. 13). Someli-
mes the lumen is narrow with a highly lignificd secon-
dary cell wall in the maturc ieal (Fig. 14}, but with
maturation, the cytoplasmic granules disappear from
the jumen.

‘Tension and elongation
of fiber filament

The results of the analysis of the physical proper-
tics of long central fibers and the short marginal fiber
from three types of leaves arc shown in Table 1.

‘Table 1. Physical properties of fiber filaments from threetypes
of leaves (mature, partly developed and young) (aver-
age of five filaments).

Leaftype  Long fiber Glament Short {iber fHament”

Tensivn Elengation  Tension Elongation
{cm) {em) {em) {cm)
Young 2.840 342 1.070 1.52
Panly
developed 309G 354 945 1.50
Matwre 2075 1.56 799 122

The long central fibers showed higher values of
elongation and tension compared with the peripheral
short fibers, The fiber quality from younger lcaves was
superior to that from the mature lcaves. As is usual, the
quality of long fibers was superior to that of the short
ones.

Turrialba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 299 - 305
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DISCUSSION

The development and lignification of fiber cell
walls increases from the base to the tip. The fiber
bundles are younger in the central “cogollo” at the base,
middle and leaf tips compared with all the positions in
the middle whorl and external leaves. They are younger
at the base and older at the tip; therefore, the fiber cells
in the mature external leaves are highly lignified and
produce hard fiber filaments which are difficult to
manage.

As shown in the photomicrographs of figures 10 to
14, the secondary cell wall formation is assaciated with
sequentially distinct processes which include the
condensation and accumulation of protoplasmic granu-
les and their deposit in the cell wall materials in small
patches, both in spiral and reticulate patterns.

The present study supports the findings of Datta (1)
for A. americana, in that fiber cells in A. lecheguilla
develop by modification of ground parenchyma at the
meristematic leaf base. Thin-walled parenchyma at the
leaf base undergoes repeated mitosis with the
accumulation of protoplasm to form the fiber initials,
which ther elongate vertically. The pattern of develop-
mentresembles that of A. americana (1) and Lozano (6
and 13) found that in A. lecheguilla there is a gradual
accumulation of dense protoplasmic contents and of the
protoplasmic micellae in the secondary cell wall.

The fiber strands obtained from the partly mature
and younger leaves are of higher quality than those of
the mature leaves. The leaves of second whorl might be
of equal or of better quality than those of the central
care, although the common practice is o exploit the
central “cogollo” only.

The fiber quality differs at the base, middle and 1op
of the leaves, as the degree of lignification increases
gradually from the leaf base 1o the tip, and the fiber is
softer in the basal regions compared in the distal ones.
Owing to high degree of lignification of the fibers
obtained from the external mature leaves, these fibers
can be used for machine scrubbing brushes and other
rustic uses.

CONCLUSIONS

Lechuguilla shows large variability in morpholo-
gical types and abundance in different edaphic

conditions. The development of fiber cells and f{iber
bundles in Iechuguilla follow sequential processes of
morphogenesis. Fibercells inlechuguilla develop at the
base of the developing leaf as a circular o semi-circular
ring of procambial cells surrounding an undifferentia-
ted mesophyll. Gradually this ring assumes a lunar
shape with the development of xylem and phloent on
the concave side. Cells of the inner, undifferentiated
meristem accumulate dense protoplasm and are gra-
dually transformed into fiber cells starting at the conca-
ve side and progressing (o the convex side of the semi-
lunar undifferentiated meristematic ring. This is finally
transformed into a fiber bundie, followed by vertical
clongation of the fiber cells and the condensation of
protoplasm, thus forming the secondary cell wall of the
fiber cells.

Fiber filaments arc formed by the union of develo-
ping fiber cell arising from the merisiematic Ieaf base
traversing the leaf mesophyll. These fiber {ilaments
converge at the apex to form the apical spine. The
filamenis obtained from central leaves ("cogollo™) are
younger and of better quality compared with those from
the peripheral mature leaves. However, the fibers from
external leaves may be used for rustic purposes like
brooms, scrubbing brushes, etc. Due to irregular and
excessive harvesting, lechuguilla is in danger of
extinction. Therefore, proper care should be wken to
save this valuable natural resource.
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Morfologia e Desenvolvimento das Plantulas de Inga fagifolia
e I. uruguensis’

ABSTRACT

Seeds of Inga uruguensis and I. fagifolia were germinated
and the development of the secdbings was fullowed until the first
metaphylls were developed. For venation studies, the esphyls
and metaphylis were cleared and stained. The germination &5
semibypogeal. In I aruguensis, eight to twelve successive eophylls,
with oppasite to alternated filotaxis, and the leaflet number
increasing from twa to six, were observed. The metaphyils have
eight pairs of teaflets. la 1. fapifolia, 16 to 12 cophylis with two
pairs of leaflets were formed, with eppuosite to alternated fitota-
xis. Fhe metaphyiis have four pairs of leaflets. In both species, atf
the foliar types, including the petiolar wings, have a pinnate,
camptodromous-brochydodromaous venation pattern.

Palabras-Chave: Plantula, Inga fagifolia, I uruguensis, venagio.

INTRODUCAO

géncro /nga (Fabaccac) perlencce 2 tribo
Ingeac da subfamilia Mimosoideac, sendo
cxclusivamente neotropical ¢ arborescenie.
A presenga de uma polpa branca, rica em agucares, em
torno da semenie & uma caracteristicaconstanie enfnga
(25), 0 que confere & semente um padedo estrutural, ndo
encontrado em qualquer outro género de Mimosoideac
(26}).

Considerando-se que a combinagiio de caracieris-
ticas da semente e do adulto, representadas na piantula,
pode fornecer numerosos indicios para a identificagio
das espdécics no campo e em amosiras de semenies (1,
11,19, 22, 24), realizou-se um estudo morfoldgico de
plantulas,em diversas fases dodesenvolimento, visando
principalmenie determinar as caracteristicas morfolo-
gicas relevantes para a sua identificagio no campo.

1 Reeebido para publicagao em 30 sctembro 1991
Panc da Dissertagio de Mesteado da primesia autora

*  Departamento de Dotinica, IB/UNEST, Caixa Posul 178, Rio
Claro, SP, Brasi] - CEP: 13500

M.T CQliveira*, C.M. Beltrati*

RESUMO

A germinagio das sementes e o desenvoivimento das plin-
tulas de Inga uruguensis ¢ 1. fagifolia foran acompanhados até a
produgie do primeiro metdfiio, Os edfilos e metsfilos foram
diafanizados e corados pars estudos de venagiao, Obser-vou-se
que a germinacio é semi-hipégea. Em . aruguensis forma-se gue
a germinagiio ¢ semi-hipGgea, cuja filotaxia passa de oposta a
alterna e o numero de folfolos cresce de dois até sels, sendo o8
metiftlos octafoliofados. Em I, fagifolia, forman-se de dez a doce
edfilos bifoliolados, com filotaxia de vposts passando a alterna,
seguidos pelos metdfitos tetrafoliolados. Em ambas as espécies,
todes os tpos foliares, incluindo-se as alas peciolares, apresen-
tam venagio pinada, camptédroma - broquidédroma.

Para tanio, foram sclecionadas duas cspéeies, 1.
fagifolia Willd, ¢ 1. wruguensis Hook. et Am. que
acorrem com [requéncia em matas mesdfilas semideci-
duas ¢ em matas ciliares do Estado de Sao Paulo, Brasil
(3,5, 20).

MATERIAL E METODOS

O material de wruguensisel. fagifolia [oi coleta-
do em uma reserva de 230 ha de mata mesofila semide-
cidua situada a cerca de 47°28"W ¢ 22721°5, no limite
entre os municipios de Rio Claro ¢ Araras (Estado de
Sao Paulo, Brasil) ¢ em matas ciliares, no minicipio de
Rio Claro. Parie do malterial coletado foi herborizado e
depositado como documento taxondmico no Herba-
riurn Rioclarense (HRCB). do Instituto de Biociéncias,
UNESP-Rio Claro, sob os nimeros de registro 13.217
a 13.220.

As sementes foram colocadas para germinar en
caixas tipo ger-box, sobre papel de liltro umedecido
com Agua destilada. Foram utilizadas amostras de 100
sementes (4 x 25) de cada uma das espécics, mantidas
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em temperatura de 25°C + 1, em perminador Estufa
Incubadora Fanem, mod. 347-G, sob iluminagio {lug-
rescente branca continua (1000 lux). Com 30 dias de
idade, as pléntulas foram transplantadas para sacos de
polietileno de 1 kg, prdprios para plantio, contendo
mistura (1:1) de 1erra ¢ areia estéril, umedecida com
Agua de torneira, sendo mantidos em estufa de sombrite
50%, para observagio.

Paralelamente, ouiro lote de 100 sementes foi
colocado para germinar dirctamente nos sacos de plan-
tio, contendo o mesmo tipo de substrato ja citado, sendo
mantido também em estula de sombrite 50%. No pri-
meiro més, as observacdes foram feitas diariamente,
passando a semanais ¢, posteriormente, quinzenais.
Foram descritos e itustrados os diferentes estddios de
desenvolvimento das plintulas, até o aparccimento das
primeiras folhas definitivas (metdfilos), segundo o
conceito de Pamra (24).

As plantulas obtidas, em diferentes fases de desen-
volvimento, foram em parte conservadas em FAA a
50%, para observagles posteriores, sendo outra parte
herborizada.

Os termos utilizados na descricio das plintulas
estio de acordo com Duke (9, 10) e Duke e Polhil (11).

Os desenhos foram ralizados a partir de cdépias
xerograficas das plintulas herborizadas.

Venacao de edfilos e metafilos

Na diafanizacfio de folhas para estudos de venacio,
foi utilizada a seguinte técnica: as folhas foram coradas
em solucdo 2 1% de Fucsina bdsica em ctanol 95% ¢
diafanizadas em solugiio a 5% de Hidréxido de sédioa
60°C, sendo posteriormente lavadas, desidratadas por
passagem em série etilica ¢ montadas em gelatina
glicerinada (14), A descrigio da venagdio scguiu a
terminologia proposta por Hickey (15, 16). Os desen-
hos foram obtidos com auxilio de cAmara clara, adap-
tada a estereomicroscopio Wild,

RESULTADOS

I. uruguensis

Tanto em condigbes controladas {germinador)
quanto em condigdes ambicntais {casa de vegelacido),

obteve-se 100% de germinagiio das sementes de /
uruguensis. Mesmo dentro dos frutos, foram obser-
vadas sementes germinadas {viviparidade).

A germinagfio das scmentces inicia-se com o apare-
cimento da raiz primdria (Fig. T a b). Esta ¢ branca, do
Lipo axial, apresentando diversas rafzes laterais apos a
segunda semana (Fig. 1b). O hipocétilo ¢ curto, med-
indo cerca de 1 cm de comprimento, sendo mais espesso
que a raiz ¢ de colorag@o castanha. Por volia do 9° dia
{Fig. 1c), o tegumento se rompe totalmente, libertando
os cotilédones, que permanccem ao nivel do solo e
permitindo o crescimento do epicdtilo. Os cotilédones
sfo camosos ¢ de coloragdo castanho-csverdeada. O
epicotilo & densamente piloso, de coloragiio semelhante
aos cotilédones. Os primeiros cdfilos tornam-se visi-
veis aos 17 dias (Fig. 1¢), sendo opostos, compostos e
bifoliolados, apresentando inicialmente coloracdo ver-
de-acobreada, devida ao acimalo de antocianinas; scus
peciolos sdio amplamente alados, densamente pilosos,
apresentando um nectirto arredondado no scu dpice ¢
um par de estipulas filiformes em sua base. Os foliolos
dos edfilos so sésseis, havendo uma estipela também
filiforme cm sua basc

No 24° ¢ 32° dias, pode-sc observar, respectiva-
mente, o terceiro e o quarlo cofilos, ambos alternos ¢
bifoliolados, semelhantes ao primciro par descrito.

Por volta do 6{° dia dc desenvolvimento, Ja sc
observavam r8s a quatro cdlilos bifoliolados. Nessa
época, surgiram nas raizes o$ primeiros nddulos de
bactérias {ixadoras de nitrogénio. A seguir, cntre 90 ¢
160 dias, formaram-se de dois a quatro edfiios alternos
e tetrafoliolados. Por volta dos 100 dias, verificou-sea
gueda dos cotilédones. Em tomo de 200 dias, [ormou-
se um cdlilo com seis foliolos, sendo que, em algunas
plantulas, foram obscrvados dois cofilos desse tipo.

Aos 290 dias (Fig. 1e), observou-se a produgiio do
primeire metdfilo, que ¢ alierno ¢ apresenia oito folio-
los.

As plantulas de {. wruguensis apresentarm, por-
lanp, a seguinte sequéncia de edfilos (Fig. Icx o
primeiro par foi oposto ¢ bifoholado; a seguir, {or-
maram-s¢ uts ou quaire altemos ¢ também bifoliola-
dos; seguiram-se de dois a quatro edfilos alternos letra-
loliolados, um ou dois alternos com seis foliolos ¢,
entio, foram formados os metifilos, que siio as {olhas
caracleristicas do adulto, altcrmos ¢ com oito {oliolos.
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{co = catilédone; ep = epicdtilo; cl/el’ = primeiro par de edfilos opostos; e2-e7 = edfilos allernos; ml = primeiro metéfilo; ar = nddulo radicular; r =

raiz; te = tegumento)

Fig. 1. Inga uruguensis: Estddios de desemvolvimento da plintula a) com 1 dia; b) com 5 dias; ¢) com 9 dias; d) com 17 dias; e) com 290 dias.

Morfologia e padrio de venacio dos edfilos e
metafilos. Os primeiros edfilos das plantulas de /. uru-
guensis s30 opostos, compostos, bifoliolados, com um
par de estipulas na base e uma estipela na base dos
foliolos. A lamina foliolar (Fig. 2a) & simétrica, com
forma ovada estreita (2:1), 4pice agudo e base aguda,
asgimétrica, normal-cuneiforme. A margem € inteira, a
textura membrandcea, € a coloragdo verde-escura,

O peciolo € alado, apresentando um nectdrio na
base e cada par de foliolos (Fig. 2b, ¢, d).

A venago é pinada, camptddroma, broquidédro-
ma. A veiaprimdria ¢ fraca (1.05%), de cursoreto e ndio
ramificada (Fig. 2).

Nas vetas secunddrias, o Angulo de divergéngia é
agudo da base até a regido mediana, passando a retono
dpice da lamina. Sua espessura € moderada e seu curso
uniformemente curvado em arcos, ndo sendo ramifica-
das (Fig. 2). O laco formado pelas veias secundérias
encontra a veia superadjacente em &ngulo reto, sendo
envolvido por arcos tercidrios e quartendrios. As veias
intersecunddrias s3o compostas (Fig. 2).
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{es = estipela; ne = nectdrio; ni = nervasa priméria; n2 = nervura secunddria; pe = peciolo},

Fig. 2. Inga uruguensis. Padrio de venagio: Aspecto geral da venagfio: a) foliolo; b) al a peciolar do edfile bifoliolado; ) al a peciolar do edfilo
ietrafoliotado; d) por menor da al a peciolar, ne posigio assi-najada na Fig 8; esf, g) por menores das regides apical, mediana e basal do follolo,

respectivamente, nas posicbes assinaladas na Fig 6

As veias tercidrias formam um angulo de origem
do tipo reto-reto (R-R), com padriio ramificado trans-
verso (Fig. 2e, f, g).

A venagio de ordem superior forma um reticulo no
qual a ordem das veias nfo & distinla. A venagio
marginal ¢ em lagada “looped”. As vénulas sio ramifi-
cadas, em geral de uma a ués vezes. As aréolas ©&m
desenvolvimento imperfeito, aranjo casual, forma
variando de triangular a pentagonal, ¢ tamanho médio
(Fig. 2e, £, ).

A venagio da ala peciolar € idéntica a dos foliolos
{Fig. 2b,c, d).

Todos os edfilos e metifilos repetem esse padriio,
considerando-se inclusive as alas peciolares.

I. fagifolia

Tambémem [ fagifolia obteve-se 100% de germi-
naco, nos dois tratamentos, sendo o processo de germi-
nagdo idéntico ao de /. uruguensis (Fig. 3a, b, ¢}. Tam-
bém foiobservadaa viviparidade, ou seja, vérias semen-
tes foram encontradas germinadas dentro dos frutos.

Semenies poliembribnicas foram observadas e
germinaram como as demais, produzindo de duas a
quatro plantulas. As plantulas eram semelthantes s
obtidas das demais sementes, embora seu tamanho
fosse menor e sen desenvolvimento defasado em rela-
¢do a média para a idade,

O desenvolvimento das plantulas é bastante seme-
lhanie ao de [, wruguensis, de modo que s6 serdo
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Fig. 3. Inga fagifolia. Estidios de desenvolvimento da plantula. a) com 1 dia; b) com 3 dias; ¢) com 5 dias; d) com 15 dias: ¢) com 330 dias

detalhadas as diferengas. Toda a plantula tende a ser
glabra, mas podem ser vistos pélos dispersos na plimu-
Ia, no epicdtilo e nos edfilos. O peciolo dos edfilos é
margirado, ou seja, apresenta uma ala que € muito mais
discreta que a encontrada nos peciolos de . uruguensis.

Aos 15 dias (Fig. 3d), os primeiros edfilos ja se
encontravam bem deseavolvidos, sendo opostos,
bifoliolados & apresentando peciolos alados com nects-
rio, um par de estipulas em sua base e uma estipela na
base dos foliolos. A presenga de raizes laterais foi
observada a partir do 18° dia, quande se observou
também um alongamento do epicétilo. Nas plintulas

com 30 dias, os edfilos opostos j4 haviam atingido seu

tamanho maximo e era possivel observar-se o primor-
dio do primeiro edfilo alterno. Com cerca de 35 dias,
observou-se a gueda dos cotilédones. Com 40 dias, o
edfilo alterno jd podia ser descrito, sendo semethante ao
primeiro par, exceto na filotaxia. Apds 60 dias, verifi-
cou-se a formaciio dos nddulos radiculares. Por voltado
80° dia, a plantula apresentava trés edfitos bem desen-
volvidos, sendo dois opostos ¢ o terceiro alterno.

Aos 120 dias, o quarto edfilo (jambém alterno,
bifoliolado) jd se encontrava bem desenvolvido.
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(es = estipela; ne = nectério; ni = nervure priméria; n2 = nervura sccunddria; pe = pecielo)

Fig. 4. Inga fagifolia. Padrio de venaghio. a) aspecto geral da venagdo do foliclo; b.c,d) pormenores das regides apical, mediana e basal do folioto,
respectivamente, nas posigGes assinaladas na Fig. 18; aspecio geral da sl 1 peeiolar do éfilo; ) pormenor da ala peciolar, na posigio assinalada

na Fig. 4c).

Formaram-se entdio, mais seis a oito edfilos com
essas caracteristicas, sendo observado, aos 330 dias, o
primeiro metifilo, alterno ¢ tetrafoliolados.

Mortologia e padrio
de venagio dos edfilos e metafitos

A descrigfio dos edfilos e meldfilos de /. fagifolia é
semelhante Aquela apresentada paral, uruguensis, dife-
rindo nos seguintes aspectos: a forma dos foliolos &
ovada lanceolada (Fig. 4a); a veia priméria tem seu ta-
manho classificado como moderado = 1.64% (Fig. 4a);
as vénulas ramificam-se apenas uma vez (Fig. 4b, ¢, d).
Os demais aspectos coincidem nas duas espécies, in-
clusive noque se refere as alas peciolares (Figs. 4e, f, g).

DISCUSSACQ

Conforme se verificou em /. uruguensisel. fagifo-
lia, a germinagfio das sementes de /nga & um processo

bastanie rdpido  Casuo e Krug (7) afirmam que essas
sementes praticamente ndo passam por um perfodo de
repouso, germinando rapidamente, até mesmo dentro
dos frutos, processo também relatado por Camargo (6)
para o género o verificado no presente trabaiho.

A viviparidade, um obvio exemplo de [ala de
dorméncia, tem sido atribuida a algumas espéeics Lropi-
cais, entre elas muitas espéeies de frga (28). Porém,
DPuke (13) nfio considera as sementes de Inga verdadei-
ramente viviparas e, embora haja vdrios registros de
sementes germinadas antes de abscisiio dos [rutos, o
autor afirma gque esses casos sdo mais indicios de
condigdes meleoroldgicas ndo usuais do que caracteris-
licas increntes as espécics.

A germinagiio das sementes de /. wruguensis ¢ 1.
Sagifolia & do tipo “semi-hipégea™ (21, 23, 25, 26), na
qual os cotiiédones permanccem ao nivel do solo.
Segundo Duke (9, 10}, a germinacfio das sementes
dessa espéeie deve ser chamada “criptocotilar”, pois a
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radicula emerge anies que o legumento sc rompa €
libere os cotilédones. Numa terceira classificago, que
relinc as caracteristicas das duas anteriores, a germina-
¢80 scria chamada “criptogeal” (11), uma vez que 0s
cotilédones permanccem retidos na testa pulposa en-
guanto ocorre a germinagio (“cripto”) e, apds o rompi-
mento da testa, os cotilédones permanecem ao nivel do
solo (“geal™). O mais correto, com base nas observa-
¢Oes realizadas em /. wruguensis e I fagifolia, seria

dizer que a germinagiio ¢ iemporariamente criptocotilar
ou criptogeal, uma vez que, antes da emergéncia do
cpicdtilo, verifica-se o desprendimento da testa ¢ os
cotilédones apresentam-se livres.

Noqueserelerc aotipode germinagio, as sementes
de/ngaconstituem excecio na subfamiliaMimosoideae.
Compton (8) ¢ Duke ¢ Polhill (11) sfio undnimes em
afirmar que as plintulas dessa subfamilia siio funda-
mentalmente epigeas, havendo algumas espéeies com
germinagiio hipdgea No caso em estudo, a germinagiio
das sementes € um exemplo claro de transigfo cntre os
dois tipos referidos, sendo dita semi-hipdgea.

Com relagio ao estudo de plantulas, a primeira
dificultade € definir-s¢ o termo “plantula. De acordo
com Font Quer (13), pldntula é ** o embrido jd desenvol-
vido como consequéncia da germinaglo; plantinha
recém nascida”; o autor niio define, porém, até que fase
0 termo deve ser utilizado. Por esse motivo, adotou-se
a definigio de Parra (24) que considera fase de plantula
“a que transcorre desde a germinagio da semente atd o
momento em que aparece o primeiro nomdfilo com

caracteristicas semelhantes & planta-mac™.

O pericdo juvenil é o maior ¢ mais critico do ciclo
de vida de muitas espécies (11, 18), j4 que um fracasso
dos processos adaptativos nesses estddios podceria levar
a espécic 4 extingio (2). Assim sendo, a embriogénese
pode ser considerada como uma fase preparatdria para
0 sucesso da germinagdo (12).

Além de critica, a fase de plantula é também pouco
conthecida, A capacidade de se reconhecerem, num
dado momento, as plantulas ¢ os estados juvenis na
maia pode ser de grande valor para se cstabelecer a
dindmica de populages da mesma e 0 manejo silvicul-
wral de muitas matas semeclhanies. Além disso, pode
servir como indice para reconhecer se trata-se de uma
- vegetaglo em estado sucessional ou em climax, segun-
do a diversidade de espécics e individuos que dominan

o solo (1}, A compilagdo de resultados sobre a veloci-
dade de germinag#o de sementes, aliados aos de morfo-
Iogia e desenvolvimento de plantulas, sfio muito fieis
para os envolvidos nos trabalhos com viveiros e pesqui-
sas sobre armazenamento de sementes e regeneragio de
florestas (22).

Com relag#o 2 morfologia das plintulas e aos tipos
de germinagdo, diversos s3o os autores que utilizam
esses caracteres na classificagdo infragesérica, poden-
do-se ressaltar: Vassal (29, 30), Robbertse ¢ Schijff
{27), Bravo {4), ¢ Parra (24).

Estudos ¢ descrigdes de plantulas de fnga foram
realizados por Duke (9, 10), Amo (1), Poncy (25,26) ¢
Maury-Lechon e Poncy (21). Analisando-se os
resultados obtidos para I. uruguensis e 1. fagifolia,
conclui-se que os mesmos estio de acordo com os
resultados obtidos pelos autores citados para outras 27
espécies do género. Em todos esses trabalhos sé hé
registros das fases iniciais do desenvolvimento da plan-
tula, restringindo-se &s primeiras fothas, Ndo sdo en-
contradas, portanto, informagdes a respeito da sequén-
cia da formacio de edfilos, aié o aparecimento dos
metafilos. Para [ uruguensisel fagifolia,essa sequén-
cia foi bastante detalhada no presente estudo,

Quanto 3 classificagiio da venacdo, as folhas de /.
uruguensis ¢ I fagifolia s3o praticamente idénticas,
estando ambas dentro do padrio citado por Hickey ¢
Wolfe (17) para a Ordem Fabales: folhas compostas
pinadas, margen inleira, venacdo pinada, veias se-
cundirias broguidddromas e estipulas presentes,

CONCLUSOES

As caracteristicas das plantulas das espécies de
Inga que se mostraram mais 1iteis para su identificagdo
nocampo sio as seguintes: o tipo de germinacdo (semi-
hipégea), incomum na familia Fabaceae, a presenca de
alas peciolares e de um nectdrio extra-floral na base de
todos os pares de foliolos, o que caracteriza género,
bem com o padrdo sequencial de edfilos, associado A
variagdo de sua filotaxia, que foram bastante diversos
nas duas espécics estudadas.
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Effects of Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi
on the Mixed Cropping of Maize and Beans'

ABSTRACT

A study was carrled out under preenbouse condition to
determine the effect of four mycorrhizal fungus species (genus
Glomus), all native of Vicosa, State of Minas Gerais, on beans
(Phaseolus vulgaris 1) cultivated alone and in association with
maize. The four species had a similar behaviur in relation to
matze and bean root colonization. When beans were cultivated
in assoctation with maize, the four native mycorrhizal species
increased their production. ™o such effect was observed in
monocropped beans, because the soil utilized had good fortility.
When mycorrhizal root fragments were used us an ineculant,
maize was a better host than bean for fungus multiplication. In
another study earried out in the field, in which maize was
cultivated in assoclation with beans, Glomus etunicatum ounly
increased the maize production. T he maximum distance reached
by this fungus, when spreading thraugh soil, was 50 om, 64 days
after plant emergence.

INTRODUCTION

nterplanting maize (Zea mays) and comman bean
(P vulgaris) is a common practice among small
farmers in Minas Gerais and other Brazilian
states. 1t is well known that both crops, when planied
alone, have a growth response when inoculated with
vesicular-arbuscular mycorrhizal (VAM) fungi. Ho-
wever, no information was found in the literature on the
effects of mycorrhizal fungi on maize and beans when
grown together, The purpose of this study was 1o
investigate such cffects.

1 Reccived for publication 12 Seplember 1991
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RESUMO

Em condigiies de casa de vegetagiio, fol estudado o cleito de
quatro espécles defungos micorrizicos dogénero Glomus, nativas
da regiiio de Vigosa, Estado de Minas Gerals, sobre o culiivo
consorciado de mitho ¢ fiejio (Phaseolus vulgaris 1) ¢ sobre o
manocultive do feijio. Todas as esplcies compaortaram-se de
medo semelhante ao infectar as rafzes das duas culturas. As
quatro espéeies micorrfzicas nativas avmentaram a produgindo
feijocirn, quando ele foi cultivado em assoclagiio com o milho.
ss0 niio ocorren quando u leguminosa ficou isolada. O milho
mostrou-se melhor hospedeire para multiplicagio de fungos
micorrizices, atuando methor nas inoculagbes por intermédio de
rafzes infectadas. Ne congorcio milho-feljio, no campo, Glomus
efunicatum proporcionou aumento de produgio apenas do mi-
lha. Esta espéeie de fungo dispersou-se pelo solo, até a distinciz
maxima de 50 om, no perfodo de 64 dias apds a emergéneia das
plantas.

MATERIALS AND METHODS

Five species of VAN fungi of the genus Glomus
were tested. Four, identificd here as Glomus 1, Glomus
2 (bath collccted from bean rootlets in the field), Glo-
mus 3, and Glomus 4 (collected from maize rootlets, in
the ficld) arc native w the Vigosa arca. The fifth
species, G etunicarum Becker & Gerd., was introduced
from the University of Florida

The bean cultivar Miliondrio 1732 and the maize
cultivar Cargill 111 were used in this study.

First experiment

The experiment was carried out under greenhouse
conditions, in pots containing 3 kg of clay soil previous-
ly passed through a 5 mm mesh sicve and then treated
with methyl bromide (100 cm?/m®). Prior (o planting,
the pots were fertilized with triple superphosphate (150
ppm ol P) and potassium chloride (80 ppm ol K} and the
soil pH corrected to 6.0 with dolomitic limestone
Seven days afler plant cmergence, a micronutrical
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solution comtaining H,BO; (1.86 g/}, MnCl,4H,0
(5.28 g/t), ZnSO, 7TH,O (7 4 g/1), CuSO,5H,} (2.09 g/
1), NaMoO,.2H,0 (0.09 g/l), FeClL.6H,0 (3.01 g/1) was
applicd at a ratc of 8 ml per pot. Thirty days alier plant
emergence, urea (30 ppm of N) was applied as 1op-
dressing on pots containing only bean plants. However,
on pols with maize and maize-bean mixture, urca was
added 30, 40, and 50 days after plant emergence, al the
ratc of 30 ppm of N per application,

The experimenial design was a 4 x 2 x 2 factorial
with 4 VAM fungal treatmoents (Glomus 1, Glomus 2,
Glomus 3, and Glomus 4), two cultural treatments (mai-
zc and bean in the same pol versus separale pots), and
two inoculation treatmerts (inoculated versus uninocu-
lated pots). Each inoculated pot received 1000 spores
placed 7em below the surface. Five replicate pots were
uscd for cach treatment. Two to there sceds were plan-
led per pot, and subsequently thinned to onc plant five
days afler emergence. The pots comtaining the cercal-
legume mixture were thinned to one plant of cach spe-
cics. To cvaluate infection incidence, an auger was
used to collect root samples down to 10.cm at 30 and 60
days afier cmergence. Rooteolonization was estimated
according (o the method of Giovannetti and Mosse (5)
using 109% KOH clearcd roots stained with 0.1% lacto-
phenol trypan blue (15). Root segments were conside-
red colonized if cither hyphae, arbuscules, vesicles, or
spores were visible. Sced productions were delermined
only for beans,

Second experiment

Thisexperiment was performed under greenhouse
conditions and its abjective was to evaluate the infec-
tion incidence using infecied root fragments as the ing-
culum. To obtain the inoculation material, maize roots
previously inoculated with Glomus 3 or Glomus 4 were
collccied 30 and 60 days afler plant emergence. The
rools were washed, cut into small pieces and placed 7
cm below the soil surface in pots containing 3 kg of soil
previously treated with methyl bromide and fertilized
as in the first experiment. Allerward, two 10 three bean
seeds were planted in each pot and later thinned to one
plant.

The same procedure was employed for bean roots
inoculated with Glomus 1 and Glomus 2. They were
washed, cut into small pieces and placed in pots where
maize was planted. Each of the cight reatments was
replicated five times. Infection was evaluated 45 days
after plant cmergence.

In the first and second experiments, powdery mil-
dew (Erysiphe polygoni 1XC ex Merat} and tropical
mites (Polyphagotarsonenues latus (Banks)) attacked
the bean plants. Effective control was achicved with
Dinocap (0.5 g/1) applicd 25 and 35 days after plant
CRICTECNCE,

Third experiment

Thisexperiment was carricd out under field condi-
tions. The soil was inoculated with 20 000 spores per
meter of . etunicaium applicd at a depth of seven
centimelers. Todistribute the sporesevenly throughout
the furrow, the inoculum was first mixed with soil (250
ml/m).

The experimental design was a randomized com-
plete block with three planting treatments: maize and
beans interpianted in the samce row, maive and beans in
separate rows 50 cm apart. There were two inoculation
treatments, inoculaled and uninoculated Tumows, for
each planting treatment. Each experimental unit was |
m in fength and replicated four times.

Only the rows containing maize were inoculated
with VAM funpus. Plots were overseeded and hand-
thinned to five maize or 14 bean plants per meter for the
single-crop rows and [ive maize plus 14 beans per meter
{or the mixed-croprows

The soil was treated with methyt bromide (100
cm¥m?®). The plots were fertilized with urea, triple
superphosphate, and potassium chloride at a rate of 60
(N) - 160 (P,O, } - 90 (K,0) kg/ha. The fertilizer was
broadcasted over the plots and incorporated into the soil
by harrowing. Thirty days alter plant emergence, 30
kg/ma of N (ammonium sullate) was applied as top-
dressing. To avoid water stress, plots were imrigated to
10% of yicld capacity.

For root colonization cvaluation, samples were
taken with an auger 15 cm below the soil surface at 34,
49 and 64 days alter plant emergence. When maize and
beans were planted in the same row, two root sampics
were taken per plot, al a distance of 3 cm from the ino-
culation point. When the crops were planted in sepa-
rated rows, fours samples were taken per plot, two at 3
cm [rom the inpculation point and two at 3 cm from the
bean stems.

A final sampling was performed at 78 days afler

plant cmergence, at 10, 20, 30, and 40 cm from the
inoculation point. For yicld determination, 3 maize
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plants and 14 bean plants per plot were harvested and
weighted.

RESULTS AND DISCUSSION
First experiment

Table 1 shows bean yiclds for the 16 treatment
combinations, The effects of inoculation and culiural
methods were both significant at the .01 tevel. The
interaction of cultural method x VAM species was also
significant, at the 0,05 level. Yields were significantly
higher in the pots containing only beans. This is likely
duc to the competitive cffects of maize, which can
reduce vields of an interplanted crop 50% to 70% (17).

Table 1. Effect of native species of Glomus on yield of beans
pianted alane or jolntly with maize.

VAN fungi Cuftural incculation  Yield Yield
species method (#) {ncrease
(%)

Glomus 1 Only bean Inoculated 10.48 + 106
Uninoculated 948

Bean + Maize Inoculated 508 +628
Uninoculated 312

Glomus 2 Only bean Inoculated 11.10 +119
Uninoculaied 992

Bean + Maize  Inoculated 3150 + 167
Uninoculated 300

(Glomus 3 Only Bean Inoculated 960 + 1.0
Uninoculated  9.50

Bean + Maize  inoculated 418 +16.1
Uninocuiated 3 60

CGilomus 4 Only Bean Inoculated 1154 - 14
Uninoculated 1170

Bean + Maize  Inoculated 422 +276
Uninoculated 330

When grown alone, bean yicld was about 10%
higher in the presence of Glomus 1 and Glomus 2, the
species collected from bean rootlels at the field.
Glomus 3 and Glomus 4, the species collected from
maize rootlets, had no effect on bean yield.

When beans were associated with maize in the
same pot, inoculation significantly increased bean yield

across all native species of Glomus. Therefore, when
bean and maize were grown together and both colo-
nized with VAN fungi, the competitive ability of the
legume was enhanced. It seems that, under conditions
of competition for P and other elements uptake from the
soil, as occurs in associated cropping, mycorrhizal
fungi can improve the yield ability of legumes,

It is likely that the four Glomus species would
promote yield increases of the bean cultivated alone, if
the soil available P content had been lower. Ross (16)
has observed, in Glomus inoculated soybeans, yield
increases of 122%, 67% and 12%, when the level of the
applied P was low, medium and high, respectively. The
high P content of the soil (107 ppm) probably did nor
permit the full expression of VAM fungi potential.

In this experiment, maize yicld was not measured
and only percentage of colonized root was determined.
Initially, only small differences in colonization in-
cidence occurred among the mycorrhizal species,
Glomus 1 and Glomus 2 presented an average of 36%
colonization in maize, 36 days after plant emergence.
Glomus 3 and Glomus 4 presented an average of 29%
colonization incidence higher than 93%. In beans, 30
days after emergence the average colonization inci-
dence was 33%, with Glomus 1 and Glomus 2,and 24%
with Glomus 3 and Glomus 4; but 60 days after emer-
gence, it was higher than 97%. When both plants were
grown together, Glomus 1 and Glomus 2 caused an
average colonization incidence of 349, while Glomus
3 and Glomus 4 caused 31%, 30 days after plant emez-
gence; however, 60 days after emergence, the coloniza-
tion incidence surpassed 93% for the four species.

Second experiment

Results on mycorrhizal fungi spread from one crop
10 another are on Table 2. Infected roots of both beam
and maize were able to transmit the mycorrhizal fungi
to the other species. When cultivated over bean roots
infected with Glomus 1 and 2, the average infection
incidence on maize roots reached 73.6%. This was
practically twice as much (37.9%) as that found in bean
roots grown over maize roots infected with Glomus 3
and 4. The difference occurred in spite of the similar
infection percentages of both crops roots used as inocu-
jum. ‘This demonstrated that maize is a better host than
beans for mycorrhizal fungi multiplication.

When maize colonization is well established and
bean colonization is initiated, a nutrient transfer from
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maize to bean plant can be expected, at lcast initially
Hypha interconnections between roots of the same or
different plant species had already been proved to take
place {7, 8).

Table 2, Mycorrhizal colonization incidence of malze and bean
at 45 days, grown in potsinoculated with Glomus species
from bean and maize roots

Craop Inoculation Mycorrhizal Days Colonization
source species”  afer plant  incidence at
emergence” 45 days (%)

Glomuy 1 30 723
6} 876
Maize Bean roots
Gilomus 2 kit 63.0
60 714
Glomus 3 30 349
Bean  Maize roots
Glomuy 4 30 317
60 429

31 Glomur 1 and 2 were isolated from bean moots; Glomus 3 and 4 were
isolated from majze mots

2/ Whea inoculated roots used as snoculim were eollecied

In the licld, bean plants can benefit [rom hypha
interconnections if planted within 10 cm from the maize
plants. According 1o Whiltingham and Read (21),
nutricnt transfer among plants is, ccologically, a very
important phenomenon, since young plant survival
depends upon such transfer when they grow among
welicstablished planis that exploit the available nutrients
intensively. The access, hrough hyphac of VAM fungi,
tophosphorusreserves from neighbor planisis, therelore,
of considerable benefit to plants at the initial stage of
growth,

In the Zona de Mala arca, State of Minas Gerais, Lhe
yickd of dry season beans, when in relay cropping with
maize, is somctimes higher than the yield of beans
alone, when rains are scarce (18). It is likely that this
benefit from associated cropping can be explained, at
least in part, by the effect of VAM fungi that develop at
maize roots and quickly pass to young bean roots In
this way, bean roots would be quickly colonized by
mycorrhizal fungi, improving P and water absorption.

Third experiment
Results for second experiment (Table 3) show the

percentages of root colonization. The rows containing
maize all had similar results: at 34 days after plant

emergence, colonization was already high (0 40%).
Colonization percentage in beans planted 25 cm from
inoculated maize had a low colonization percentage,
even at 64 days after emergence. The colonization
percentage when beans were 50 cm from the inoculated
maize was even lower: less than 2% colenization in
bean rootlets at 64 days after plant emergence. Thase
results demonstrated that G. etunicatum will have little
efiect on bean plants when the inoculum is 250 50cm
away. Atthis distance, the colonization index was very
low and, in addition, the colonization took place when
bean plants had already passed the critical growth stage
(60 days after planting) when mycorrhizal fungi are
importani

Table 3. G. elunicatum percentage colonization of malze and

hean roots.
Treatments Crops Days after plant
emergence
34 49 64

Maize with beans

in the same 453 194 994
row, inoculated Maize and bean®

Inoculated maize

with bean Maize 420 763 994
25 om distant Bean 00 59 8.7
Inoculated maize

wilh bean Maize 411 890 995
50 cm distam Bean o0 Q0 1.6

1/ 20 00G spores per meter of row

2/ Mixed maize and bean roos.

The movement of G etunicatum from the inocula-
tion point at 78 days after plant emergence is shown in
Figure 1. When beans were planied jointly with maize,
colonization rates at the distances of 10 and 20 cm from
the inoculation point were similar, but decreased consi-
derably at distances greater than 20 cm. When beans
were planted 25 cm away from the inoculated maize,
colonization at the distance of 30 cm from the inocula-
tion point was higher than in the other two bean plant
arrangements. Ttis likely that this occorred because, at
that distance, bean root number, and consequently rool
volume, was very high; therefore, a better condition for
VAM devclopment would be present.  When beans
were planted 50 cm distant from the inoculated maize,
the colonization ratc was the lowest.

Turrialba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 314 - 320



318 TURRIALBA: VOL. 42, NUM. 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1992

I Y2129 61-304 X
A= 0 a8
100 R 2Y =9 37-23Ix%
R\ Rz 086
\
29 o 3 Y=i8 55-2 80X
N 2.
. 80- \ R®= 0 85
o
=4
2 &0+
g
=)
L
S
40-]
20+
o T T T T
10 20 30 49 X
Distance from the inoculation point (cm)
E.L¥.. . .maize and beans in the same row
2.A . matze and beans in different rows at a 25 em interval
30 maize and beans in different rows at a 50 em interval.

¥ig. 1 G etunicatum spread in three bean-plant arangements in
association with inoculated maize, 78 days after plant emer-
genee

It was found, therefore, thal colonization rates at
different distances from the inoculated maize varied
according to bean plant arrangements, but were almost
the same at 40 cm from the inoculation point. Warner
and Mosse (19) found that for Trifolium repens and
Festucarubra,insolecroppings, root density is important
for G, fasciculatum spread, but the species effect was
much more important. In T, repens, a greater root
density was favorable for fungus coloaization, which
did not occurr in F. rubra.

According to results presented by several authors,
spread of mycorrhizal fungi in the soif is highly varia-
ble, depending on the interaction between soil-plant-
fungus. Reports of mycorrhizal spread from the inocu-
fation point vary from as liltle as 5 cm after 15 weeks
{19) 10 distances greater than 4.5 m after 15 weeks (12).

The difference in the ability of mycorrhizal fungito
spread can also be attributed to their capacity to reach,
through their external hyphae, different distances from
the root surface. There are reports that those fungi can
spread both small distances from the root surface (20)
and long distances, up to 16 cm (23).

In this study, G. etunicatum spread through soil at
a maximum distance of 25 and 50 cm, 49 and 64 days
after plant emergence, respectively; this can be attribu-
ted to the influence of irrigation water. The study was
carried outduring the dry season and thus daily irrigations
{with sprinkiers) were necessary. According to Mosce
etal (12), the transfer of a small amount of soil carrying
VAM fungi spores by wind, rain, and irrigation water
cannot be excluded under field conditions. Mcllveen
and Cole (11) also attribute to soil movement the
dissemination of mycorrhizal fungi in the field.

Maize yields were significantly higher at the 0.05
level for the inoculated treatments versus uninoculated
treatments across all planting treatments (Table 4).
Inoculation with VAM fungus resulted in a 19-21%
yield increase for the maize in mixed cropping. As
widely reported (2, 3, 4, 6, 9, 10, 13), mycorrhizal
association is advantageous for maize, but all the
mentioned studies were carried out with maize in
monoculture.

‘Table 4. Malze yickd with and withoot Inoculation with G.
etunicatum, In different types of association with beans,

Treatments Yield Production
Increase cansed
(@) by inoculation (%)

Matze and beans in - Inoculated” 708 00 2108
the same row Uninoculated 584 75

Maize with beans Inoculated" 769 53% 1944
25 em distant Uninoculated 644 25

Maize with beans Inoculated"  707.75% 19.45
50 cm distant Uninoculated 592 50

1/ 20 000 spores per ireser of row
2/ Indicates significant difference at the .05 jevel between the inoculated and
uninoculated weatments,

Table 5. Bean yleld when planted in the same row with malze,
inoculated or not with G. etunicatum.

Yield Yield increase due
(g} to inoculation {%)
Inoculated 742 248
Uniroculated 724

1/ 14 planis per plot. The yield difference is not significant a1 0.05 level (¢
lesty
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Bean yield (Table 5) was determined only for the
planting wreatment with maize and beans in the same
row. Although it has been reported that G. etunicatum
is effective for increasing bean growth and yield (22),
this study, with beans interplanted with maize, showed
no significant effect of fungal inoculation. Parada (14)
mentions that any alteration in the soil-fungus-piant
system can modify the relationship among them. The
presence of maize roots near the bean roots may have
affected the mycorrhizal fungus-bean root interaction
Anotherpossible reason for the ineffectiveness of fungal
inoculation of bean plants is that the maize plant density
was 100 high. The recommended plant population fo:
mixed cropping of maize and beans should not exceed
40 000 maize plants per heclare. Denser populations
are disadvantageous for bean yield, because maize is a
competitive plant (I, 17). In this swdy, the maize
density was 5 plants per meter or 50 000 per hectare. 11
is likely, therefore, that the maize competition nullified
any beneficial effect of G. etunicarum on the bean
growth and yield, since the roots of the latier crop
presented a high percentage of colonization by the
fungus. In addition, the bean plants were not subjected
to water stress and low P fertilization, two conditions
that favor VAM fungi eficct.

CONCLUSIONS

1. Native mycorrhizal species had a similar behavior
inrelation o maize and bean root colonization, but
the species Glomus 1 and Glomus 2 were slightly
more aggressive for both crops.

2. When beans were cultivated in association with
maize, the four native mycorrhizal specics increa-
sed their production; however, no such effcct was
observed on monocropped beans, because the soil
used had adequate fertilization.

3. When mycorrhizal root fragmenis were wsed as
inoculant, maize was a belter host than bean for the
VAM fungus multiplication.

4. G. etunicatum was cffective in increasing maize
yield across all planting treauments, but not eflec-
tive in increasing bean yields.

5. Maximum distance reached by G etunicatum,
when spreading through soil, was 25 and 50 cm
from the incculation point, 49 and 64 days afier
plant emergence, respectively.

10
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Determinacion de la Variacion I[soenzimatica
en Progenies de Eragrostis curvula (Schrad.) Nees.

ABSTRACT

The knowledge of the reproductive biology of a species Is
Important for genetic improvements. in lovegrasses, cultivars
are apomlctics and sexuallty Is not frequent. Having shown that
‘Kroemdraal’ presents certain variabllity within cultivars, it Is
necessary to establish whether thisis due to clane mixtures or the
existence of sexual reproduction. The objective of this work s to
determine the existence of Isozymatic variation In progenies of
the *Kromdraai”® cultivar. The exlstence os Isozyme variation in
13 progenles were examined using electrophoretic technliques
and the revelation of esternse and peroxldase enzimes. It obser-
ved that most of the progenles, shout 20 plants, did not present
variation In the electrophoretic patterns. In four progenies varia.
tiens in the Isoenzymatic patterns were observed. With these
results, it Is possible to Infer that the ‘Kromdraai® cultlvar is
composed of facaltative apomletic genotypes.

Key words: Polymorphlsm, Isozyme, apomixis, sexuality,
tovegrasses, Eragrostis curvala.

INTRODUCCION

ragrostis curvila (Schrad.) Nees, Hamado
vulgarmente pasto llorén, es una graminea
perenne, de clima templado cdlido, originaria
de las regiones central y meridional de Africa. En
Argentina, se cultiva en dreas subhtimedas y semidri-
das, y cubre una superficie de 700 000 ha, principal-

1 Recibido pama publicacién el 3 de enero de 1991
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COMPENDIO

EI conacimiento de la blologla reproductiva de una especie
s impertante para su mejoramiento genético. En pasto Herdn, Iy
mayor parte de los cultivares sen apomicticos y Ia sexualidad es
poce frecuente. Habiéndose demestrade que el cultivar
Kromdrani presenta cierta varlabilidad Intracultivar, se planten
la aecesidad de conocer st la misma se debe a una mezels de
clones, o sl existe reproduccién sexual. El objetivo de este trabajo
esdeterminar [a existenciadevariacton Isoenzimdticn en progenies
correspondicntes al cuitivar Kromdraal. Se analizaron 13
progenies de Kromdraai utifizando técnicas de electroforesis y
revelado de Ias enzimas: esterasas y peroxidasas. Se observé gue
ta gran moyoris de [as progenies representadas por unus veinte
plantas, nopresentaron variacion enjos patrones electroforéticos.
En cuatro pragenles se produjeron variantes en tos patrones iso-
enzimdticos. Con estosresultados, esposibieinferir que el cultivar
Kromdraat estd compuesto por gendtipos apomicticos facullati-
vos.

Palabras claves: Pollmorfirmos iseenzimdticos, apomixis,
sexualidad, pasto Hordn (Eragrostis curvula)

mente en la regidn pampeana. Asimismao, se calculaen
mis de cincomillones de hectireas la superficie del pafs
apta para su cultivo (4). Sus principales cualidades son:
rusticidad, longevidad y capacidad paraconsolidarsucios
aerosionables; por lo que cs an recurso forrajero de
extraordinario valor,

Existen numerosas varicdades botdnicas de pasio
llorén, y tipos intermedios entre ellas, de tos que sc han
seleccionado los cultivares comerciales (6).

Como en muchas gramineas forrajeras, la opomi-
xis es el modo de reproduccién predominanie. La
mayor parte de los cultivares son poliploides apomicti-
cos, en los cuales la sexualidad es poco frecuente. Esta
modalidad reproductiva provoca que la progenic de una
planta sea de constitucion genética idéntica; por eso, fos
distintos coltivares de esta graminea son notablemente
uniformes.
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El mecanismo apomictico es diplosporia seguida
de pseudogamia (11).

El descubrimiento de sexualidad y apomixis facul-
tativa (13, 14, 15) abri6 una nucva perspectiva para el
mejoramiento genético mediante 1a hibridacidén, que
permite combinar cualidades de 1as distintas variedades
botdnicas (16). Lasexualidad se detecta por laexistencia
de variabilidad en la descendencia, va sea de caracleres
morfoldégicos en pruebas de progenie, o por medio de
andlisis citoldgicos de desarrollo det saco embrionario.
Brix (1) utiliz6 ambos métodos para analizar a varia-
cién presentada por el cultivar Kromdraai, la que se
asocid con apomixis facuitativa.

Smith (9) demostrd variacidn isoenzimadtica en
progenies de Panicum maximum, ung graminea apo-
mictica facultativa. La electroforesis de isoenzimas es
una técnica, rdpida y sencilia, para la deteccidn de
variabilidad en progenics, las cuales pueden ser anali-
zadas en un estadio precoz. En pasto llordn, esta técnica
ha permitido caracterizar cultivares mediante patrones
isoenzimaticos, y cuantificar la variabilidad existente
dentrode ellos (5,7, 8). Uno delos cultivares con mayor
variacion isoenzimética fue Kromdraai, pues no pucde
ser asignado a una variedad botdnica en particular, El
origen de la variabilidad podria ser la reproduccidn
sexual, como lo seftalado por Brix {1), o consistir en una
mezcla de clones apomicticos. El analisis de planitas
individuales permitiria caracterizar el modo de repro-
ducciéndeeste cultivar. En caso de tratarse de genotipos
apomiclicos, Sus progenies presentarian el mismo patrén
isoenzimdtico. Los gendlipos con reproduccidn sexual
mostrarian descendientes con patrones isoenzimdticos
polimdrficos.

Ei objetivo de este trabajo fue determinar la
existencia de variacidn isoenzimélica en progenies del
cv. Kromdraai, para identificar gendtipos con
reproduccién sexual o apomicticos facultativos. Estos
gendtipos podrian incluirse en esquemas de hidridacidn
y, asi, contribuir al mejoramicnto del pasto llordn,

MATERIALES Y METODOS

El material utilizado consistid en 13 progenies del
cultivar Kromdraai representadas cada una por 20
plantas. La semilla se obtuvo de la primera cosecha de
la poblacién original del cultivar Kromdraai. La siem-
bra fue realizada en macetas mantenidas en invernicu-
lo. Elcorte se realizd desde que la planta presenté de tres
a cuatro hojas, hasta su completo desarrollo. Se cortd

una seccidn foliar de 10 cm de largo, y se maceré enun
mortero con 150! de buffer utilizado para hacer el gel,
mis 20 mg de arena. El extracto obtenido se absorbiden
rozos de papel Whatman ndm. 3 (6 x 7 mm); que
provenia de una toalla de papel con el fin de evitar el
malerial particulado.

El gel se preparé, en unacdmara de 12cmx 18 cm
x 0.6 cm, utilizando almiddn hidrolizado sigma (lote 98
F(.045) al 12%, mds 220 m! de baffer adecuado, segin
el sistema gel-electrodo empleado.

Los exiractos se sometieron a la eleciroforesis para
separar las enzimas peroxidasas (PER) y esterasas
(EST).

Se utilizaron los siguientes sistemas de buffer gel-
electrodos {10): sistema I (buffer del gel: 15 mM trig-
citrico pH 7.8; buffer de electrodos 0.3 M borato de
sodio pH 8.6); sistema I1 (buffer del gel: 65 mM histi-
dina-citrico pH 5.7; buffer de electrodos: 9 mM histidi-
na-citrico pH 3,7, Los extractos foliares de las isoenzi-
mas de PER fueron separados porel sistemal, y las BST,
con el sistema I

En ambos sistemas los extractos absorbidos en
papel Whatman se sembraron en ranuras praticadas a
45 m (Sistema I} y 2 6.5 cm (Sistema II) det borde
catddico del gel,

En todas las corridas clectroforélicas se sembraron
18 muestras y un testigo. Se aplico una corriente de 20
mA durante 3:50 h (Sistema D) y 16 mA ¢n 330 h
(Sistema II), manteniendo el gel refrigerado. Lacorrida
se concluyd, cuanto el frente avanzo 9 cm desde lalinea
de siembra.

El revelado de las isoenzimas se efectud con técni-
cas estandarizadas: EST. (EC. 3.1.1.), (12): 100 mi de
buffer 0.1 M tris-CIH pH 6.0, mas 5 mg de Fast Garnet
GBC, con el agregado de 25 mg de alfa naful acetato,
disuelto en 1 ml de agua destilada. E1 gel se incubd a
37°C en la oscuridad durante 3 h PER (EC.11.1.7),
(10): 10 m] de buffer 0.1 ml de acetato de sodio pH 4.5,
mas el agrepado de 28 mg de 3-amino-9 etilcarbazol
disueltos en 2 ml de dimetilformarnida. EI gel se reveld
a temperatura ambiente agregandose en ¢l momento
perdxido de hidrégeno al 3 por ciento.

Los criterios los fendtipos isoenziméticos fueron la
presencia o ausencia de bandas, 1a distancia migracio-
nal, v la coloracidn fijada en tres intensidades: fuerte,
intermedia, y débil.
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RESULTADOS

Con 1a aplicacién de los sistemas electroforéticos
1y II, se obtuvo una buena resolucién de bandas de
peroxidasas, asi como, distintos patrones de bandeo
(Fig. 1 y 2). Las esterasas presentaron mayor nitidez

mediante el sistema 1.

| P I r |Q i

Flg. 1. Patrones de isoenzimas de peroxidasas, obtenidas con el
Sistemal: ) progenie 1 mostrando dos fenélipos distintos; b)
progenie 10 con dos fendipos diferentes, o muestra 7
pertenece al testigo; cyprogenie 7 con tres fendtipos distintos.

Con 1a ntilizacion de un testigo, se manifiestaron
diferencias en la intensidad de coloracidn entre las
distintas corridas. Fstas diferencias se observaron de
manera m4s acentuada en la zona “B” de esterasas,
mientras que la zona “A” presentd una coloracién mds

| M |
Fig. 2. Patrones de isoenzimes de peroxidasas, obtenidas con el
Sistema I; Ias muestras pertenceen a la progenie 2

Zona A

Zona B

b}
R Q

Fig. 3 Patrones dc isoenzunas de esterasas: a} fas nueve primeras
muestras corresponden a la progenic 10, la muesira diez
corresponde al testigo y las restanies a la 9; b) muestras
correspondientes a la progenie 2

De fas plantas analizadas, se consiguieron 12 fend-
tipos isoenzimélicos diferentes en esterasas, y 15 distin-
tos en peroxidasas (Cuadro 1). A los fendtipos isoen-
zimdticos resultantes, se les asignd una letra maydscula
y a las bandas una leira mindscula.

Cuadro 1. Fendtipos isoenzimiticos en progenies de pasto lfordn.

Progenics Niim. de Fendtipos Nam. de Fendtipos
plantas de EST  plantas de PER
Sistema I Sistema I Sistema 1[

1 20 N 20 MN M
2 20 PQRS 20 N M
3 20 M 20 M M
4 20 W 20 M M
5 20 U 20 L N
6 20 1 20 L Q
7 20 o 20 PQR P
8 20 U 20 T M
9 20 L 20 U G
10 20 o] 20 LO N
1t 20 o 20 P L
12 20 Z 20 ) L
13 20 P 20 T L
Testigo 1 X 1 Zz M
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Las esterasas presentaron actividad en la region
anddica, El ndmero de las bandas varid de 4 a 11 por
zimograma. Se distinguieron dos zonas: una “B" lenta,
y otra “A" rdpida (Figs. 3a y 3b). En la zona "A”, se
visualizd la mayor diferencia entre los distinos patrones

75T

z

25 =

debido a la existencia, o no, de determinadas bandas, v
1a variacién del ndmero (de 2 a 6 bandas). Lazona“B”
resultd ser mas constante en ¢l nimero y en a posicién
de las bandas, excepto en seis zimogramas (patrones
L,0,Z.TW de la Fig. 4).
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Flg. 4 Patrones isocnzismalicos de esternsas Intensidad del coloreado de las bandas: fuene, intermedio y débil
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Fig. 5 Patroncs isoenziméticos de peroxidasas con el Sistema | Intensidad del coloreado de Ins bandas: fuene, intermedio y débit,

Zona A

Zona B
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Fig. 6 Patrones isoenzimfticos de peroxidasas con el sistema I In-
tensidad del coloreado de las bandas: fuene, intermedio,
débil,

Las peroxidasas presentlaron actividad en la region
calddica. Se obtuvieron 10 patrones isoenzimadticos con
el sistema I (Fig. 5) y con ¢l 1 {Fig. 6), y el nimero de
bandas varié de 5 a 8 por zimograma regpectivamente

De fas 13 progenics analizadas, Ia gran mayoria
present$ fendtipos isoenzimditicos de peroxidasas y
esterasas, como se observaenlaFig. 3a, Unaproporcion
menor de 1as progenies analizadas mostrd patrones con
variacion (Cuadro 1), La progenic 2 presentd cuatro
zimogramas diferentes en esterasas (Fig. 3b); ta proge-
nie 7, tres patrones distintos en peroxidasas (Fig 1c) y
las progenies 1 y 10, dos zimogramas diferentes, cada
una en peroxidasas (Fig. 1ay 1b).

DISCUSION

Las prucbas de progenics realizadas para determinar
variabilidad medianie caracteres isoenzimdticos per-
milieron observar, usando un testigo v la repeticion de
Jas muestras, la invariabilidad de los distintos patrones
durante la experiencia, Esto muestra la escasa influcn-
cia del ambienie sobre las isoenzimas (2}, de manera
diferenie ocurre con las caracteristicas morfoldgicas,
pues Smith (9) observé que los caracteres isoenzimdti-

cos establecen mds diferencias entre las progenics que
los morfoldgicos, por lo que son muy buenos marcado-
Ies.

E! analisis de las planias, dentro de cada una de las
progenies del cultivar Kromdraai, muestra una aprecia-
ble variabilidad en la expresidn de las isocnzimas:
peroxidasas y esterasas. Esta variabilidad isoenzimdti-
ca corrobora la variacién existente en Kromdraai, cva-
luada por medio de caracteres morfoldgicos y citolégi-
cos (1), que indican diverso grado de variabilidad
fenotipica y tres 1ipos de saco embionario on distintas
proporciones.

Lasplantasdelas progenies, generaimente, resultan
uniformes, pero en ocasiones aparecen variantes. Esta
aparicidn, en forma ocasional, concuerda con lo sefta-
lado por Smith (9) cn las pruchas de progenies realiza-
das en Panicum maximum Jacg.

La variacion, gue sc observa dentro de las proge-
nies, pondria de manifiesto la existencia de sexualidad
(9). De acuerdo con ¢l polimorfisme isocnzimatico
hallado enclanaisis de las 13 progenies, Ia mayor parte
del cv. Kromdraal estaria compuesto por genotipos
apomicticos, y una menor proporcion de gendtipos con
reproduccién sexual. Siel mimero de fas plantas anali-
zadas hubicra sido mayor, es posible que hubicsen
aparecido mds [endtipos isoenzimdticos distinios dentro
de las progenics, ya que a sexuvalidad ocurre en forma
gsporadica.

Este resultado permilié identificar y seleccionar
plantas madres, que producen progenies variables vy,
ademds fuera de tipo de esas progenics . Aungue ‘Krom-
draai’ no cs un cultivar muy difundido, sc ha observa-
do algunas plantas de muy buena productividad y
calidad entre las progenics segregantes. Estas plantas
seleccionadas podrin ser uiilizadas en futuros progra-
mas de mejoramicnio gendlico o para continuar con
estudios bisicos

CONCLUSIONES
— Elcultivar Kromdraai posce cierto grado de sexua-
lidad, por lo gue es en clecto, un apomiclico
faculiativo, aunque su reproduccion es mds fro-

cuenie agamica.

El analisis de isocnzimas por electroforesis consti-
uye una téenica adecuada paradetectlar y cuantilicar
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el grado de sexualidad en este cultivar, y , por
consiguienie, en otros de comportamiento similar,

- Las ventajas que presenta ¢l andlisis isoenzimatico
son: a)posibilidad de analizar progenies en un es-
tadio precoz, asf como, en avanzados; b)permite
analizar gran mimero de descendieates en corto
tiempo; c)aita repetibilidad de los resultados, debi-
do a la escasa influencia ambiental sobre ¢l zimo-
tipo; d) complementa, adecuadamente, el registro
de observaciones morfoldgicas en pruebas de
progenie.

LITERATURA CITADA

1. BRIX, K. 1974. Scxual reproduction in Eragrostis curvula
{Schrad ) Nees. 7. Pflanzenzuchig 71:25-32 .

2. BROWN, AHD; WEIR, B.S. 1983 Detection and measure-
ment of natural selection, In Isozymes in plants genetics and
greeding 1D Tanksley, T J Orton (Eds. ). Amsterdam, Elsc-
vier Seience p. 219-240.

3. COVAS, G 1974 Las variedades de pasto Uordn (Eragrostis
curvula) cultivadas en la provincia de La Pampa, RA. fn
Simposio sobre Pasto Llorén (2, Buenos Aires, Arg. ). Santa
Roca, La Pampa, Arg , Colegio Ingenieros Agrénomos. Jor-
nada Técnica

4. COVAS, G; CARNIE, A. 1985 El pasto Hor6n (Eragrostis
curvida): Manual con informacién bisica y normas para su
cultivo y utitizacién Buenos Aires, Arg., Ed Hemisferio Sur

5. DIRENZO, M. A . POVEERENE,M M ; MEDINA, M 1. 1987
Variabilidad isocnziméflica en granos de pasto Hordn,
Eragrostis curvila (Schrad } Nees: Su gplicacion en la
idemificacién de cultivares. Revista de Investigaciones
Agropecuarias. {(En prensa)

6. LEIGH, IH; DAVIDSON, R.L 1968, Eragrostis curvula
(Schrad ) Nees and some other African lovegrasses. Plant
Introduction Review CSIRO 5:21-44.

7. MEDINA, ML; DI RENZO, MA. TIRANTI, IN, 1985
Identificacién de cultivares de pasto llorén Eragrostiscurvida
(Schrad.) Nees, por medio de esterasas, fosfacasas y paroxi-
dasas. Revista de Investigaciones Agropecuarias 20:1-9.

8. POVERENE, M.M.: DI RENZO, M.A; CURVETTQ, N.R.
1988 Diferenciacién de cultivares de pastollordn, Eragrastis
curvila (Schrad.) Nees, mediante clectroforesis de isoenz-
mas. Turrialba 38:173-178.

9. SMITH, R.L. 1972 Sexual reproduction in Panicum maximum
Jacqg. Crop Scicnce 12:624-627.

10. SOLTIS, DE; HAUFLER, C; DARROW, 3.; GASTONY, G.
1983. Starch gel electrophoresis of fems: A compilation of
griding buffers gel and electrode buffers staining schedules.
American Fern Joumal 73:9-27.

11. STREEMAN, L.J. 1963 Reproduction of lovegrass: The genus
Eragraosiis E chiromelas Steud | (Schrad.) Nees, E. lehma-
nnig Nees and E superba Peyr, Wrightia 3:41-51,

12. VALLEIOS, E. 1983, Enzyme activity staining. In Tsozymes in
plant genctics and breeding, §8.D. Tanksley, TJ. Crton
(Hds.) Amsterdam, Elsevier Science Publishers. p. 469-516.

13. VOIGT, P.W. 1571, Discovered of sexuality in E. curvida. Crop
Science 11: 424-425

14 VOIGT, PW.; BASHAW E 1972 Apomixis and sexusality in
Eragrastis curvala. Crop Science 12:843-847.

15, VOIGT, P.W.; BASHAW, E, 1976. Facultative apomixis in
Eragrostis curvala. Crop Science 16:803-306.

16, VOIGT, P.W.; BURSON, B L. 1983 Breeding of apomitic
Eragrostis curvida. In Intemational Grassland Congress
(14.,). Proceedings. 1A Smith, V.W. Hays (Eds). EEUU,,
Westview Press. p 160-163.



Aspects of Leaf Nitrogen Metabolism
in Two Cultivars of Tomato Under Water Deficit’

ABSTRACT

Fhe effects of waler deficit on free amino acid, profine and
protein contents and proteolytic activity werestudied in leaves of
plants of two coftivars of tomate (Pera Quibor and Rio Grande).
Puring the water deficlt period, the vatues of water potential,
osmetic potentiat, asmotic potential at full turgor and relative
water content decreased. The leaf free amino acid and profine
contents were bigher, whereas the protein content decreased and
then shewed fluctuations in plants under water stress. The Jeaf
proteclytic activity was also higher und fuctuating. Such
fluctuatiung inversely correspanded with ohserved fluctuations
in protein content For both coltivars The increase and fluctua-
tions in free amine acid content are both a consequence of the
changes in proteolytic activity, These resulls show that during
the water deficit period there are alternating intervals of decrea-
sed and increased protein content. The Former interval §s due to
increase proteolytic activity and is the main Factor responsible
for the increased free aming acid content. The latter infervalmay
be the result of the synthesis of new protein at the expense of
existing leaf protein. There s a positive correlation between
osmotic potential and proline content, but the observed values of
osmotic potential at full turgor indicade that osmotic adjustment
did not occur.

Key words: Free aminoe acids, profine, proteskylic activity,
protein, drought.

INTRODUCTION

1 has been reported that, in plants under water
deficit, protein synthesis decreases (16). Another
plantresponse to water deficit is the accumutation
of amino acid, specifically protine, which has been
reported for many species (1). Recently, qualitative and
quantitative changes have been found (29) inthe protein

1 Received for publication 7 December 1996,
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COMPENDIO

Los contenidos de aminodcidos, profina y protefna y la
actividad protevlitica en hojas fueron analizados en plantas de
tomate de dos cultivares {Pera Quibor y Rio Grande), sometidas
a déficit hidrico. Durante el perfodo de déficit kidrico, fos valores
de tos putenciales, kidrico, osmatico y osmdtico a pleno turgor y
del contenido refative de agua disminuyeron. En plantas bajo
déficit hidrico, los contenidas follares de sminedcidos y prolina
fueron mayores, el eontenido folinr de protefna disminuyd y
mostrd fluctuaciones y 1a actividad proteotitica foliar fue mayor,
mostrando fluctuaciones inversas a las observadas en el conteni-
dode proteinas. Efincremento y lluctuaciones en of contenido de
aminodcidos son consecuencia de la actividad proteolitice. Se
observa gue, dorante ese periodo, existen intervalos de menor
contenido proteico por una mayor actividad proteotitica, y es el
principal facter responsable del aumento en ef contenido de
aminodcldos, seputdo por intervalos de contenido proteico mayor,
10 cual pudiera ser el resultado de sintesis de nueva profeing a
expensas de fa foliar existente. Hay una correlacién positlva
entre ¢ potencial osméticn y el contenido de proling, pero fos
valores obtenidos para el primera a pieno turgor indican que no
ocurtif of ajuste vsmotico

patterns of Brasvica napus var. Oleifera roots, under
physiclogical conditions of drought, and it has bcen
reported that maize scedlings respond Lo waler stress
with the synthesis of siress specific proteins (4) For
mesophytic crop plants in drought-prone environments,
the identification of adaptative metabolic traits has
specific importance because such traits might be ex-
ploited in plant breeding for drought resistance (14)

The aim of the present work was to study the effects
of water deficit on proteolytic activity as well as protein
and free amino acid contents in Lwo tomato (Lycopersi-
cum esculention) cultivars: Pera Quibor and Rio Gran-
de, and to csiablish the relationship between these
parameters. The increase in profine content was also
analyzed. Every measurement was done in order to
understand how Lhese metabolic parameters change
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and how they interplay during the tested water deficit
period.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Seeds from 1two sclected cultivars of tomatocs,
Rio Grande and Pera Quibor, were supplied by
Venezuelan National Fund for Agricultural and Hus-
bandry (FONAIAP), Maracay. The sceds were
germinated on wet paper in plastic trays. After
germination, the seedlings were transferred to sand and,
at the appearance of the cotyledons, the planis were
transferred to 5 | plastic pots {one per pot).

These were kept for daily watering in a greenhouse
with 304 2.2°C average maximum temperature; 175+
2.3°C average minimum lemperature; 97.6% average
maximum RH; 58% average minimum RH; and 655.7
umol m? 5! average sun radiation. Forty-six day-old
plants were used forexperiments, Watering of 80 plants
was withheld (water-stressed plants). Forty plants were
watered throughout the experiments and maintained as
controls. Measurements on water-stressed plants and
control plants {(watered) were carried out at two-day
intervals over a period of two weeks The youngest,
most expanded leaves were used. A setof four replica-
tes were used for the measurement of all parameters
(Y,. Y, Y, ,RWC, proteolytic activity, protein, free
amino acid and proline contents), resuliing in four sets
of each.

Water potential (y_}, osmotic potential (y))
and relative water content

All measurements were made before dawn. For Y |
measurements, four leaflets from each of the four
replicates were introduced in a L-44 sealed chamber
(Wescor Inc., Logan, Utah, USA) attached to a HR-33T
Dew Point microvoltimeter (Wescor Inc. Logan, Utah,
USA). After measuring Y, the leaves were frozen and
Y, was measured in the expressed sap using the HR-33T
dew poini microvoltimeter attached to C-52 chambers
{Wescor Inc., Logan, Utah, USA). For determinations
of Y, the leaflets were floated in water during 24 h at
4°C; after which the Y, was measured as before. For
RWC measurements, the method reported by Turner
(28) was followed

Free amino acid
determination

The amino acid extraction was performed follo-
wing the method reported by Singh er al. (23). The
ninhydrin method was used for the determination of
free amino acid content. The ninhydrin reagent was
prepared according to the method reported by Benson
and Petierson (2). The absorbance was measured at 570
nm using # double-beam spectrophotometer (Shimad-
zu, modU V-150) and the values oblained were extrapo-
lated 10 ramol of free amino acid using a calibration
curve run with sodium -L-glutamic acid (Sigma).

Proline determination

The proline content was assayed using the same
extracts employed for amino acid analysis and follo-
wing the method described by Singh et al. (23). The
absorbance at 515 nm was measured. The values obtai-
ned were extrapolated using a calibration curve genera-
ted with DL-proline (Sigma).

Protease extraction
and proteolytic activity

The test was performed according to Feller ef al.
(8). The assays used azocasein (Sigma) as substrate,
The absorbance at 440 nm was measured. The absor-
bance values were extrapolated to pg of azocasein ina
calibration curve run with azocasein.

Protein content

Aliguots taken from the same extract obtained for
proteolytic activity were precipitated with 15% trichlo-
roacetic acid, centrifuged and the pellet resuspended
with 0.2 N NaOh; estimation of protein conient follo-
wed the method of Bradford (5).

Statistical analysis

The regression coefficient, the Pearson and the
Spearman rank tests were used for correlation (26).
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RESULTS AND DISCUSSION

The values of Y, Y, and RWC measured throu-
ghout the reatment for control plants (watered plants)
and water-stressed plants of both cultivars are shown in
Figure 1 {a-g). A decrease in these valucs is observed in
water-stressed plants. The values of Y for control and
waler-siressed plants of both cultivars showed no diffe-
rences, as seen in Figure | (d-h). Figure 2 shows the %
free amino acid content{mol/kgDw) (2a-¢); % protein
content {(ghkgDW) (2b.0); % proleolytic activity (g
azocasein/kgDW h) (2¢- g) and % proline content (mol/
kgDW) (2d, h) in watcer-stressed plants with respect 1o
contro for both cultivars.

In the RG cultivar, the percenlage increase in free
amino acid content (Fig. 2a) was paraticled by adecrea-
s in protein content (Fig. 2b) below the control levels,
and by a slight increase in proteolytic activity (Fig. 2c)
on the third day of water withholding. This could
suggest that, under mild water deficit, the protcin con-
tenl decreases as a result of an increase in protcolytic
activity and possibly a decrease in protein synthesis,
leading lo an increase in the free amino acid content. On
the fifth and seventh days, the protein content showed
an increase below control levels, which could be duc 1o
alower proteclytic activity and to new protein synthesis
al the expense of available free amino acids.

On the ninth day, the protcolytic activity increased,
thus decreasing the protein content and increasing the
percentage of free amino acids; but on the 1ith day,
there was an increase in protein content above control
level, possibly due to a decreased in proteoiytic activity
and an increasc in protcin synthesis. On Lhe thirleenth
day, the protein content decreased due to the increase in
proteolylic activity. The free amino acid contentremai-
ned high from the ninth day onwards, possibly due 10 a
sharp increase in proteolytic activity on the ninth and
thirtcenth days alier watering was withheld,

For PQ cultivar, it was observed that on the third
day, the pereentage of amino acid content {Fig. 2e) and
proteolytic activity (Fig. 2g) were lower than in control
plants. The protein content is similar to control (Fig. 2f).
Figure le shows that the leal' Y values of plants of PQ
cultivars under water stress did not decrease at the onset
of water stress. However, on the fifth day, a decrease of
leaf Y in water-stressed plants is observed. From [ifth
day onward, an increase in percentage of {ree amino
acid content (Fig. 2¢) and percentage of proteolytic
activity {(Fig. 2g) above conirol levels was observed,
with a decrease in protein content (Fig. 2f) below

control levels; the latier parameter was scen Lo increase
on the eleventh day, suggesting that there was protein
synthesis at the expense of available free amino acids
and that the protein synthesis could be higher than
protein degradation.

There was a posilive corrclation between Y, and
protine content (Table 1); however, the obtained values
of Yst (Fig. 1d and 1h) prove that osmotic adjustment
did not occur, indicating that proline does not contribu-
te¢ to important changes in the lcaf osmotic potential, as
has been previously reported (17).

Table 1. Correlations cocfficients (Spearman) among feaf water
components and free amine actds, protein content and
proteolytic activity, regression coefficient (r*) for proti-
ne content and RWC and Y and Pearson cocfficient {r)
for proline content and Y In two tomatoe cultivars
under water deficlt.

Cultivar RWC Y. Y,
Free amino acid RO 0.011 0654 o017
(mol/kgDW) PQ 558 -0 428+ 1457
Protein content RG -0.500% -0} 4R5* 0.531*
(pfkpbW) PQ 055]* -0.473% 457
Proteolytic activity RG 575 0563 0545
(g azocascinkpDW)  PQ 3245 0200 -1 233
2 r 2

Proline content RG 0 Bo* -0.892* (84>
(molfkgDW) PQ () 85* -0.906* 477

Significant for a = 005

Table 1 presents the corrclation  coclficients
{Spearman) among leal water components and [ree
amino acids, protein content and proteolytic activity;
the regression cocflicient among proline content, RWC
and Y, and the Pearson coelficient between proline
content and Y . There were some significant correla-
tions among the measured narametersand some compo-
nents of leal water status for both cultivars, although
this significance was more marked in prolein and pro-
line contents for both culiivars. For [rec amino acid
condent, there was no significant correlation for the RG
cultivar; a similar situation was found in the PQ cultivar
with respect 10 proteolytic aclivily.

A significant increase in the content of amino
acids, especially proline, during leaf wilting caused by
water deficit has been reporied (9, 10, 14, 18,19, 21,
23). This increasce could be attribuied 10 an imbalance
between decreased protein synthesis and increased
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protein degradation as observed during the water deficit
period. Lawlor and Fock (18) reported that water defi-
ciency might produce accumulation of certain amino
acids due to changes in metabolic paths. The authors
explained that the synthesis of amino acids was stimu-
lated by the accumulation of organic acids in plants
under water deficit and that the source of NH4 comes
from protein degradation.

Working with young bean plants under water defi-
cit, we observed (7) a decrease and subsequent
fluctaations in protein content, paratieled by an increa-
se and subsequent fluctuations in the ammonium con-
tent. Significant changes in the content of free amino
acids in wilted tomato leaves have been reported (2).
The results presented in this work show that the increa-
se in free amino acid content is directly related 1o the
increase in proteolytic activity (Fig. 2ae and 2cg).

The leaf prolinc content increased drastically in
both cultivars during the water deficit period (Fig.
2d.h). As is already known, a very marked increase in
free proline content occurs in leafl tissue of many
mesophylic plants during hours to days of moderate 10
severe water deficit (12),

It has been indicated (12, 13, 27) that proline
accumnuwlation does not present any adaptative value for
survival during severe water deficit periods. However,
Aspinall and Paleg (1) suggested that the accumulation
of proline during periods of water stress has a definite
evolutionary advantage in that it endows the cell witha
measure of resistance, and that this is not merely a
consequence of stress-impaired metabolism, It was
reported that in five barley cultivars under water deficit,
once the water deficit was removed from all cultivars,
the relative growth rate of the cultivars during the
recovery period was directly related to the amount of
proline accumulated during the water deficit period
(24). Blum and Ebercon (3) also suggested that proline
may have a posilive effect in the immediate recovery of
plants after release from stress. Using contrasting
sorghum Jines under drought stress, it was reported (235)
that susceptible lines accumulated iess proline than
resistant lines. The data, calculated from the immediate
recovery of resistant lines after rewatering, compared
well with (he levels of proline accumulated during the
peak stress period. The authors concluded that proline

accumulation may, therefore, contribute to the imme-
diate recovery of plants. Working with 39-day-old
plants of the same cultivars used in the present wark
under water deficit and rewatering (6), it was found that
all parameters measured showed a gradual recovery
after rewatering, reaching or even surpassing the values
of control plants, indicating that the high increase in
proline content observed in the preseat work could be
associated with a high potential of leaf survival.

In the present work, we found decreased protein
content in plants under water deficit, but this decrease
showed fluctuations, indicating new protein synthesis
and, in some cases, the protein content exceeded that of
control plants (105% inRG and 130% in PQ) (Fig. 2b.f).
This observed increase in protein content could be due
to new protein synikesis geared specifically to produce
new water-stress protein. The synthesis of a new water-
stress protein has been previously reported (4, 15, 22,
29). It has been concluded that, although the
physiological significance of the protein synthesis
inducedin response to altered environmental conditions
is not vet clearly understood, their synthesis appears to
be related to the acquisition of a better resistance to the
adverse inductive factor, Our reselts showed that during
water deficit in the two studied tomato cultivars, there
were inlervals of decreased protein content due to an
increased proteolytic activity, the main factor responsi-
ble for the increased free amino acid content observed,
and increased protein content which could be the result
of new protein being synthesized at the expense of
existing leaf protein.
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Compuesto de Amplia Base Genética de Maiz Tropical. L
Respuesta a la Seleccion’

ABSTRACT

Thedevelopment of abroad genetic base composite (BGBC)
of tropical maize varieties began in the §981 ralny season at
Cataxtla experiment station in Veracruz, Mexico. The BGBC
was made up mainly of Tuxpefo trapical germ plasm, and was
formed in isolated detasseling lots. The male composite was
formed with 20 of the best-performing components of the BGBC
and the female rows were one of each of the BGBC companents;
the recombination was repeated for six cycles. Selection was
carried out in each cycie in both male and female rows. In the
males, this was by done by detasseling plants with lodging,
diseases, tallness or with silking delay problems, and total deta-
sseling when 80% of the polien shedding cccurred in order to
select for eartiness. Within the female rows, the sclection was
practiced in plants with good graln yield, piant health, husk
coverage, nolodging, and moderate height, The results show that
theaverage behavior of the components of the BGRBC, throeughall
cycles and environments, showed selection responses for yield,
plant and ear height, and lodging pereentage.

Palabras claves: Zea mays L., seleccién, base genética, rendi-
miente, caracteristicas agronémicas, recom-
binacifn genética.

1 Recibido para publicacion ¢t 20 de junio de 1993

Partc de cste trabajo fue presciada por cl auter en la tesis de
Maestria en Ciencias, Colegio de Posigraduados, Chapinge,
Méx

Se agradece a los investigadores y personal de eampo del Progra-
ma de Maiz del Campo Experimental Colaxtla, por su apoyo en
I2 formacién del matenial genético de este estudio y alos doctores
Fidet Mérquez Sanchez y Lauwro Bucio Alanis, por su direccidn
en fa evaluacidn y andlisis de la informacion coatenida en este
articulo

*  Lix investipador del Programa de Maiz, Campo [ixperimental
Cotaxtla, Veracruz, Méx  Actualmente realiza estudios de doc-
torado en 1a Universidad de Nebraska, BE UU

R.E Preciado™

COMPENDIO

En el Campo Agricola Experimentat Cotaxtla en Veracruz,
Méx., se knicid, en 1981, 1a formacitn de un compuesto de amplia
base genética {CABG), con germoplasma tropleal, principal.
mente de la raza Tuxpeiio. K1 CARG se forméb en lotes aistados de
desespipamiento, ulillzando como macho un compeeste meesni-
co halanceado de ios mcjores eomponentes, y camo hembras
cada uno de los compeonentes gue Integraron «f CABG. La
recombinacién se lievd a cabo durante seis ciclos, y, en cada uneo,
s¢ realizaron selecciones en el mache polinkzador y ¢n 1as hem-
bras. En ¢f compuesto macho se climinaron jus espigas de las
planias acamadas, enfermas, extremadamente altas y con pro-
blemus de sincronia de floracién; ademas se practicé desespigue
total al llegar al 80% de floracién, con ¢l fin de seleccionar
ligeramente hacia precocidad. En ias hembras se escogieron
plantas con bucen rendimiento, sanas, con competencia completa,
buena cobertura de mazorea, noe acamadas nl demasindo altas.
De los resultados, se concluyd que ¢} compartamiento medio del
CABG, por medio de ciclos y localidades, mostré una respucsta
a la seleccitn en rendimicnto, ajtura de plantas y de mazorea,
porcentaje de acame y dias de floracitin masculina y fernenina.

INTRODUCCION

n ¢l proceso de formacidn de compuestos de
amplia basc genética (CABG), por o general,
A se utilizan criterios de scleccidn tendentes a
mejorar ¢l compuesto, con cl {in de que resuelva, de
alguna mancra, los principales problemas de adapta-
cidén del cultivo a la zona de destino. Particularmente,
en cl desarrollo del CABG formado en el Campo
Cotaxtia en Veracruz, a partir de 1981, el criterio de
seleccion incluyd los caracteres: rendimicenio, allura de
planta y de mazorca, resistencia al acame, eliminacion
de plantas tardias, sincronia de floracidn masculina y
femenina, entre otros; tratando de obtener plantas con
mayor rendimicnto y resistencia a os vienios y a la
scquia intracstival.
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El objelivo de esie articulo s presentar larespuesta
a la seleceitn en seis ciclos de integracién de un CABG
de mafz tropical.

REVISION DE LITERATURA

Lamagnitud de variabilidad genética de las pobla-
ciones depende del mimero de sus componentes y de la
diversidad gendtica entre cllos, que se incrementa por
su recombinacion (3).

Siunaraza presenia variabilidad genéticareducida
y s¢ mezcla con olros materiales scmejantes, puede
aumentar la variabilidad significativamente, lo mismo
que el potencial de seleccion, al aprovechar la diversi-
dad genética en las poblaciones de maiz, dentro de los
limites de un drea dada (2, 5).

Pandey et al. (3) informan que las poblaciones
desarrolladas constituyen un receptdculo de variabili-
dad genética que deberd ser aprovechado para mejorar
aquellas caracteristicas de mayor utilidad para produc-
tores y consumidores. El mejoramicnto poblacional
depende del aumento en {a frecuencia de los alelos
favorables. Asi, la sustitucion de los alelos desfavora-
bles por tos favorables y su frecuencia en cada locus son
causas directas del mejoramicnto que pueda lograrse en
una poblacién.

La variancia genética aditiva, para un cardcler da-
do, es la de los valores reproductivos, delerminada por
fa suma de cfectos medios, que se calcula sobre el par
de alelos en cada locus de las plantas, En mafz, ese tipo
de variancia genéticaaditiva es relativamente de mayor
magnitud que las no aditivas, y los genes que las deter-
minan sc pueden fijar y acumular mediante seleccion.

Por otro lado, cuando los efectos de dominancia
son importantes se pucde obtener una heterosis relati-
vamente alta en las cruzag infervarictales, y cuando se
forma el compuesto se espera que ¢l rendimiento en la
nueva poblacién sea mayor que el promedio de las
variedades parentales, pucs los compuesios son capa-
ces de retener Ia porcidn de los efcctos heterdticos. Por
lo tanto, ¢l uso de CABG puede considerarse como un
método de utilizacién direcla para la helerosis en las
cruzas intervarictales. Ademds, debido a gque las
frecuencias génicas en la nucva poblacién serdn log
promedios de las variedades parentales, las génicas en
muchos loci se moverdn entre cero vy uno & valores
intermedios (1, 6).

Conrespecto a la seleccidn que procura los efectos
genéticos aditivos, Hallaver y Miranda (1) afirman que
existen caracteristicas como el vigor, sanidad y resis-
tencia o tolerancia a plagas y enfermedades, 1as cuales,
generalmente, poscen una heredilabilidad mis afta que
el rendimiento. Debido a lo anterior, las poblaciones
basicas pueden mejorar en estas caracteristicas, conalia
hereditabilidad, en un tiempo relativamente corto.

MATERIALES Y METODOS

Integracion y seleccion
de compuestos

Elmaterial genético utilizado en este estudio inclu-
y0 algunos materiales (componenies) que integraron el
CABG formado en ¢l Campo Agricola Experimental
Cotaxtla. En el Cuadro 1 se presentz ia relacidén de
materiales con que s¢inicié la recombinacién del CABG.
Tales materiales fueron sobresalientes en varios ciclos
y localidades de prueba, tanto en el estado de Veracruz
como en ¢l pais (4).

Cundro 1. Componentes def CABG usados como hembras y
como machos en los sels ciclos de recomblnaclién-

setecciln,
Recolectas Hibridos Variedades Poblaclones
Ver677A * H-503 = V.522 % COTII*
Chis 501 * H-547 = V.524 COTXIV #*
Chis 455 H-5i0* VS§-525 = COTXV ™
Chis 511 H-581 * CGBII* COTXVIH*
Chis 417 HEV-3* Sint 12 * COT XVHI
Chis 462 H-452 VS-521 COT XXXt *
Chis 664 Llera IH COT XXX *
Tams 129 Touxp C-17 *
Tams 65 COTi
Sin 30 COTHI
Ver STTA COT VI
Ver 10 77A CoOTYv
Criolio D H

Chis 535

*  Materales que formaron el compuesto mecdnico batanceado que
imtervino como macho cn cada ciclo.

Laintegracidn y seleccién del compuesto se lleva-
ron a cabo duranie los ciclos de temporal y de riego,
entre 1981 y 1984. La meiodologia de formacidn del
compuesto fue la siguicnte:

1. ELos componentes de alto rendimicnlo se escogie-
ron con basc ecn la informacidn de ensayos de
varios ciclos y localidades, en la zona célido-
himeda de México.
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2. Con los componentcs superiores se formd un
compuesto mecdnico balanceado para utilizarlo
como “macho” y polinizar el resto de gendtipos,
que se comportaron como hembras.

3. En un lote aislado de desespigamiento, se realiza-
ron los crnzamientos; en él los materiales que
actuaron como hembras se mantuvieron en densi-
dad normal, y el compuesto macho en alta densi-
dad.

4. Fi desespigue se practicé en tres modalidades: la
primera fue total en los materiales hembra, en el
momento de aparecer la espiga; en el segundo, se
climinaron las espigas del compuesto macho de las
plantas acamadas, enfermas, demasiado altas o que
no tuvieron coincidencia de floracién masculina y
femenina; y en la lercera, se suprimicron todas las
espigas del machoal alcanzar el 80% de 1a floracién
masculina. De esa manera, en el macho se seleccio-
naron plantas con menor porie; resistentes al aca-
me; mis sanas; ligeramente mis precoces; e, indi-
rectamente, al seleccionar por sincronfa de
floracion, plantas tolerantes a la sequia, y un por-
centaje menor de plantas “jorras” (sin mazorca),

5. En el periodo de llenado de grano, se marcaron en
cada surco-hembralas plantas mds sanas, sinacame,
con competencia completa y no muy alias.

6. En la cosecha, de las plantas marcadas en cada
surco-hembra, se seleccipnaron las tres mejores
mazoreas de los materiales que integraron el com-
puesto-macho y las dos mejores en los materiales
restantes.

7. El procedimiento descrito del segundo al sexto
paso fue repetido hasta realizar seis ciclos de re-
combinacidn- seleccidn.

Evaluacion del efecto
de la seleccion

La presente informacion fuc tomada de los ensayos
de campo durante el temporal de 1984 en las localida-
des de Cotaxtla, Veracruz, y La Huerta, Jalisco; ambas
poseen un clima cdlido subhuimedo y una altura sobre ¢l
nivel del mar inferior a los 500 metros.

En los dos lugares, ¢l material genético se evalud
en un diseifo de bloques al azar con arreglo factorial y

parcelas divididas, con dos repeticiones por localidad;
la parcela grande fue el componente y las chicas, los
ciclos.

Caracteres estudiados
v andlisis estadistico

Con la informacién de campo, se realizaron diver-
sos tipos de andlisis de variancia: por ciclo (parcela
chica) en cada localidad, y combinado; por parcelas
divididas completamente por localidad y combinado.

Los caracteres que se incluyen en este escrito son:
rendimicnto de mazorca por hectérea, dfas a floracidn
masculina y femenina, altura de planta y de mazorca, y
porcentaje de acame.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de ilustrar, de manera cuantitativa, la
respuesta media de los materiales que integraron el
CABG en cada ciclo, en ¢l Cuadro 2 se presenta la
media de los caracteres estudiados en las iocalidades de
La Huerta y Cotaxtla, asi como en el combinado de am-
bas. Se puede ver que en Cotaxtia, respecto al rendi-
miento de la mazorca, los ciclos C,, C,, G, C, ¥ C, fue-
ron estadisticamente superiores al C, y C,. Como el am-
biente de Cotaxtla no permitié una buena expresion de
los gendtipos, 1as diferencias entre los ciclos no fueron
tan marcadas; sin embargo, se observa que C, fue nu-
méricamente superior a los derds, con una diferencia
de 1297 kg/harespecto al material original. Se observa,
también, que en La Huera solamente el ciclo C; fue
estadisticamente superior en rendimiento al resto de los
ciclos, con una diferencia de 1792 kg/ha en relacidn con
C,; los ciclos C,, C,, C, y C, fueron iguales entre sly
superiores a C,; todos los ciclos superaron a Cy

En el andlisis combinado de ambas localidades
también el rendimiento del C, fue estadisticamente
diferente al resto, observandose una diferencia de 1898
kg/ha entre C, y C,. En esia respuesta de magnitud
pueden influir, por un lado, Jos efectos heteréticos
debido a la diversidad genética entre los materiales que
integraron el CABG y, por otro, Ia acumulacién de
genes favorables debida a la seleccién. El primeraspec-
to estd de acuerdo con lo seflalado por Sprague y
Eberhart (6) y Hallauer y Miranda (1), quienes indican
que si los efectos de dominancia son importanies, se
tiene una heterosis relativamente alta; como conse-
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Cuadro2. Pruebasde significancia de medlas de los carrcteres estudiados en Cotaxtiz, La Huerte y en ambas localidades comhinadas, 198418,

Clelo Rendimlento Dins a Flor 0 Dias a Flor 0
Cotaxtla La Huerta Comb. Cotaxtia La Huerta Comb. Cotaxtin  La Huerta Coamb.

o8 4151al 7794a 5972a 62 55 59 64 36 60

C, 3963, 7087 5525 62 56 59 65 57 61

G 3920, 7009 3464 62 55 59 64 56 60

c, 3831a 6937 5384 63 56 60 66 57 62

C, 3729, 7052 5351 63 56 59 635 57 61

o 3684 6349 57 63 56 60 65 57 61
o 2854 5295 4074 64, 58, 61 67, 59, 63

DMSH 0.05 438 576 62 ¢10 0.06 004 0.16 on7 005
Cicle Altura Manta (om) Altura Mazorca {cm) Acame {%)
Cotaxtin La Huerta Comb. Cotaxtla La Huerts Comb. Cotaxtla La Hucerta Comb.

- 204 315, 260 103 150, 126 31, 23 30

SN 214 320, 267, 109 157, 133 35, 39 37

Ce 202 309 256 101 47 124 27 29 27
c, 216, 321, 269, Hs, 160, 138, 39, 44 42,

ct 204 3H4, 259 102 49 126 31 34 32
C, 216, 320, 268 113, 156, i35, 37, 47 42,
C, 220, 32, 210, 118, 160, 139 40, 51, 46,
DMSH 13 88 1163 637 764 9.26 422 5 & 47

1 Los valores con ko misma fetrs son estadisticamente ipuales.

cuencia, se espera que la media del compuesto sea ma-
yor al promedio de las variedades paternales (C)), ya
que alguna porcidn de los efectos heterdticos puede ser
retenida.

Los caracteres dias a floracién masculina y feme-
nina tavieron una tendencia similar tanto en Cotaxtia
como en La Huerta y en el combinado de ambas. Se
ohserva una disminucién en C, de dos y tres dfas con
respecto a la media de C, 1a cual fue estadisticamente
difetente al resto de los ciclos. En el mismo Cuadro 2,
al comparar las respuestas en cada ambiente, se puede
ver que los materiales en general fueron mds tardiosen
Cotaxtla que en La Huerta, A pesar de Ia diferencia en
ambientes, la tendencia observada hacia la precocidad
es una respuesta clara a la seicccion practicada en cada
ciclo, como consecuencia dei desespigue en el macho al
80% de la floracién masculina para eliminar las plantas
con desarrollo tardio, y evitar que ¢l compuesto se
volviera més tardio al avanzar los ciclos.

El cardcter sincronia de floracién masculina y
femenina no mostré respuesta clara a la seleccion, pues

las diferencias en cste cardcler sc presentan, princi-
palmente, cuando las plantas son sometidas a tension
por alia densidad, y estos ensayos fucron cstablecidos
en densidad normal.

En ¢l cardcter “allora de planta” en Cotaxtla, los
ciclos C, C,, C, y C, fueron estadisticamente iguales y
diferentes a losciclos C,, C, y C,, observindosc entre C;
y C, una disminucion en las medias de 18 centimetros.
En La Huerta, este caricter mostré, en general, una
mayor expresion en los materiales. Sélo C fue es-
tadisticamente mds bajo al resto de los ciclos, presen-
tando una diferencia de altura de planta promedio de 12
cm con respecto al C. El andlisis combinado para
“altura de planta” muestra que las medias de los ciclos
C,. C,, C, y C, fueron estadisticamente iguales y ma-
yores que los ciclos C,, C, y C,, de los cuales C tuvo una
diferencia de 14 cm con respecio al C.

En cuanto a la allura de mazorca, en Cotaxtia, los
ciclos C,, C, y C, fueron estadisticamente iguales y mas
alios que en ¢l resto de los ciclos de recombinacion,
ademds se obtuvo una diferencia media entre C, y C, de
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17 centimetros. En La Huerta, los ciclos C,, C,, C,, €,
y C, fueron estadisticamente iguales y superiores a las
medias de los ciclos C, y C, observandose una diferen-
cia de 13 cm entre la media de C) y C,. En el anilisis
estadistico combinado de ambas locatidades, los ciclos
C, C, y C, resuliaron iguales al resto de los ciclos de
recombinacién, determindndose una disminuciénde 15
cmentre el Cy C.

En larespuestade los ciclos a los caracteres “altura
de plamta” y “altura de mazorca” en ambas localidades,
pudo haber influido la presencia de algunos materiales
de porte bajo, como Tuxpefiito C,.,, entre los progeni-
tores machos utilizados, cuyo aporie influyd en la
reduccidn de la altura del compuesto en general.

Para el cardcter “porcentaje de acame” en Cotaxtla,
los ciclos C,, C,, C,, C, y C, presentaron valores
estadisticos iguales y mds altos que los ciclos C, y C,,
lo cual indica que la seleccidn para reducirlos fue
efectiva. Ademds ilama la atencidn el que C, y C, sean
los ciclos con menor acame, ya que su seleccion se
efectud en 1as estaciones de invierno de 1983 y 1984,
respectivamente —iemporada de vientos “nortes” en
Cotaxtla—, locual sugiere que dichas condiciones pue-
den ser més eficaces para seleccionar hacia resistencia
el acame. En La Hueria, probablemente porque Ias
plantas crecieron mis, el porcentaje de acame se incre-
ments a tal grado que los materiales del C, presentaron
un promedio del 51% de acame, indicando genotipos
bastante afectados.

En el Cuadro 2 se observa, en cuanto al acame, que
en los ciclos C, y C, las estadisticas fueron iguales y
diferentes al resto de los ciclos. En La Huerta, el ciclo
con menor acame (23%) fue C,; y ladiferencia entre C;
y C, fue del 28 por ciento. El combinado de ambas
localidades para *“porcentaje de acame” muestra gue los
ciclos C,, C, y C, fueron estadisticamente iguales y con
mas acame qug el resto de los ciclos estudiados, regis-
trindose una diferencia de 19% menos acame entre C,
yC,

Lo anterior sugicre que un buen método para la
seleccién hacia resistencia de acame cs eliminar es-
pigas del macho de plantas acamadas y no seleccionar
las hembras en las mismas condiciones; ademis, ¢l
hecho de someter al macho a doble densidad reduce la
posibilidad de escape en las plantas susceptibles. Por
otro lado, 1a reduccién del acame en los iiktimos ciclos
puede también explicarse como una consecuenciade la
reduccién de la altura de las plantas.

La tendencia de los componentes del CABG para
¢l cardcter rendimiento se presenta en las Figuras 1y 2
donde se aprecia que con el avance de los ciclos los
componentes adquiriesen mayores rendimicntos. En el
caso de Cotaxtla en ¢i C cuatro componenies sola-
mente wvieron un rendimiento superior 2 4 1, en con-
traste con el C, en el que 27 componentes mostraron
rendimientos mayores a esa cifra.
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En ¢l caso de L.a Huerta, esta respuesta fue més

clara; se puede observar que en C, sélo cinco
componentes superaron 7 t, y en C; s6lo ciaco no
sobrepasaron esa cantidad, lo cual muestra el avance
poblacional mediante los ciclos, por 1a respuesta a la
scleceién y retencién de algunos efectos heterdticos.

CONCLUSIONES

Se registraron considerables ganancias en rendi-
micnto atribuibies, ademas de la seleccidn, a la
presencia y retencidn de efectos heterdlicos por
medio de los ciclos de recombinacida, porla diver-
sidad genética de los componentes del CABG:

Sc obscrvé la respuesta a la seleccidn para ¢l
cardcter disminucidn de dias a {loracidn masculina
y femenina, como consccuencia del desespigue
practicado al 80% de {a floracién masculina,

La disminucidn de altura de planta y mazorca se
atribuye a Ia respuesta dada a ka seleecién y, proba-
blemente, también a la utilizacién de algunos
componentes de porte bajo.

Se observd disminucion de la susceptibilidad al
acame, producto de la scleccidn y del menor ponte
de planta de los dltimos ciclos.
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Compuesto de Amplia Base Genética de Maiz Tropical. II.
Variancias en las Familias®

ABSTRACT

In order to Increase the genetic variabifity for the humid
tropics of Mexice, a broad genctic base composite (BGBC) of
tropicat maize varietics was made, starting in the 1981 rainy
season. This composite was crealed throogh six combination
cycles using 39 varieties (families) with good yicid and good
agronemic characteristics. The families were crossed In iselated
destasseling plois. The objective of this paper was (o study the
genelic variation among and within the familles. The field work
for this study was performed during the 1984 rainy season in the
Cotaxtia and La Huerta experimental stations, located in Vera-
cruz and Jallsco, Mexico. In each focation, the families showed
different responses In grain yield, days to male and female
flowering, and lodging percentapge, white similar reponses were
seen in plant and ear height. It was also noted that the differences
among and within famifies in each site tended to diminish as the
cycles progressed. Thus, after six cycles, the families were Inte-
grated into a single compasite.

Palabras daves: Zea mays 1., variabilidad genética, recombina-
clén genética, malces tropicales.
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COMPENDIO

En 1981, s¢ inlcié la formacidn de un compaesto de amplia
hase genética {CABG) de maiz tropical para aumentar la varia-
bilidad genética def programa de mejoramienio genético demaiz
del tripleo himedo de México. El compuesto se formé en sels
clclos, con 39 variedades (familias) de buen rendimiento y buenas
caracteristicas agrontmicas, en totes aisiados de desespigamien.
to en el Campo Experimental de Cotaxtla, Veracruz Sepresenta
el andlisis del proceso formativo def CARG a través de seis ciclos,
en tos que se involucran recombinacidn, seleceidn y migracion. El
objetive fue estudiar 1a variabitidad en y entre lus familias que
Integraron el CABG. Las famitias se evaduaron en of cicle agrico-
la de tempaoral de £984, en los campos experimentaies de Cotax-
tiz, en el estado de Veraerur, y de La Huerta, en Jallson, Méx La
respuesta en cada focalidad fue diferente en rendimicnio, diasde
floraci6n masculina y femenina y poreentaje de acame; respues-
tas similares se tuvieron en alturz: de planta y de mazorea, Estas
difercncias tendieron a reducirse 2 medids gue avanzaren jos
ciclos de recombinacidn-seleccién. Esta misma tendencia se
observd en las locaiidades en los caracteres: porcentaje de acame
y dias a floracién masculina y femenina. Se concluyd que fa
variabitidad en y entre fas familias se redujo con el avance de fos
ciclos. Por to tanto, se concliuye gue en sels ciclos se logrd fa
Intepracidn de las variedades utifizadas en un solo compuestn.

INTRODUCCION

n cl drea tropical humceda de México, existen
variedades nativas y mcjoradas, de mafz con
cieria resislencia a plagas y cnlermedades y,
ademds, con bucnas caracleristicas agrondmicas y
morfoldgicas. Sin embargo, csta riqueza de plasma
germinal se encucnira dispersa, por o que ¢§ necesario
integrar ¢sas caracteristicas cn una poblacidn para brin-
dar respaldo a los programas de mejoramicnto genético
de maiz en cl drea,
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Se constdera que, mediante la formacion de com-
puestos de amplia base genética (CABG?), ¢s posible
mangjar y acumular un gran ndmero de caracteristicas
deseables dentro de una poblacidn, y, por medio de una
seleccion ciclica, incrementar la media de rendimiento
de grano, asi como Ia acumulacion de genes favorables
en otras caracteristicas. Por otro lado existe abundante
informacidn que sefiala la necesidad de disponer de va-
riabilidad genética y que apoya la formacién de los
CABG:; no cbstante, es de tipo descriptivo sin profundi-
zar en lo que estd sucediendo dentro de ese tipo de
compuestos.

Por esas razones, en este irabajo, se analiza ¢l
comportamiento de un CABG de maiz tropical formado
en Cotaxtla, mediante estimadores de variancias en y
entre las familias que formaron el CABG en seis ciclos
de recombinacidn.

REVISION DE LITERATURA

Lasespecies aldgamas son poblacionescompuestas
de subpoblaciones sometidas a diversas presiones de
seleccion, en las cuales la migracidn ha sido variable.
Cada subpoblacidn posee uno o mds alelos favorables
que estdn ausentes en otras. En la prictica, una aproxi-
macidn conservadora que asegura la presencia de va-
rios alelos favorables es establecer compuestos de amplia
base genética (CABG), con 1z intervencidn de diversas
fuentes germoplismicas (1).

Sprague y Eberhart (6) y Hallaver y Miranda (2)
indicaron que los CABG resultan del apareamiento
aleatorio de las cruzas intervarietales posibles dentro de
ur grupo mezciado de variedades heterégeneas —pobla-
ciones 0 razas- y que han sido ampliamente usadas en
el mejoramiento genético por su amplia variabilidad en
ese sentido.

Gran parte del renovado interés por el mejoramicn-
1o genético de las poblaciones proviene de los estudios
en genélica cuantitativa en maiz, varios de los cuales
han revelado que la variancia genética aditiva, para
rendimiento y otros atributos en poblaciones heteroci-
géticas de mafz, es muy elevada y predominante (7).

Por su parte, Pandey et al. {4), al citar a varios au-
tores, afirman que la magnitud de la variabilidad gené-
tica de las poblaciones ha demostrado que es funcidn
del nimero y de la diversidad genética de sus compo-
nentes, la cual se incrementa con su recombinacicn.

Por otro lado, Hallauer y Miranda (2) indican que,
eventualmente, todos los micmbros de una poblacion
cerrada llegaran a estar emparentados; cl tiempo para
que esto suceda depende del tamadio de fa poblacidn, La
endogamia se pucde evitar, con mas posibilidad, me-
diante recombinacidn; si el aparcamicnto ¢s estricta-
mente al arar, es menor; pero debido al ndmero de
individuos que pueden ser incluidos razonablemente, fa
endogamia es incvitable. Agregan que la cantidad ine-
vitable de endogamia, en una poblacidn bajo aparea-
miento aleatorio, ostd determinada por ¢l ndmero de
individuos emparentados en clla, los cuales se unen al
azar en todas las generaciones.

MATERIALES Y METODOS
Material genético

La formacion del CABG se inicié en ¢l Campo
Experimental de Cotaxtla en 1981, Se utilizaron 39
variedades de maiz sobresalicntes en ensayos de rendi-
miento durante varios afios y en localidades del trépico
himedo de México. Deeste grupo de varicdades, las 20
mds sobresalientes integraron un compuesio poliniza-
dor.

Durante seis ciclos, la siembra sc realizd enun lote
aislado de desespigamiento; se establecid un surco de
10 m con cada una de las 39 varicdades alternadas con
surcos del compucsto polinizador, en una relacion 2: 1.
Se depositaron dos semilias cada 25 cm, con una
distancia de 90 cm entre surcos; s¢ 186 una presion de
seleccidn del 7% cn las variedades que integraron ¢l
compuesto polinizador y del 5% cn ¢l regto —dos y tres
mazorcas en parcelas de 41 plantas.

En el pericdo de Henado de grano, en cada ciclo, se
marcaron dentro de cada variedad (hembra) plantas con
compelencia completa, sin acame, sanas, que tuvieran
aproximadamente la altura media de la variedad y que
fueran representativas de la misma. De las plantas
marcadas, se seleccionaron las mejores mazoreas para
sembrar los surcos-hembra del ciclo siguiente. De las
variedades que intervinieron en la formacion det com-
puesto polinizador, se sclecciond la mejor marorca
para integrar el compuesto macho del siguiente ciclo.

El proceso de scleccidn se llevo a cabo durante scis
ciclos, obteniéndose 39 varicdades en cada uno. En la
evaluacidn en campo participaron 39 materiales gené-
licos de cada ciclo, 39 varicdades originales y sicte
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compuestos balanceados utilizados como polinizado-
res, 1o que dio un total de 280 materiales genéticos.
Aunque en cada generacién se involucra [a recombina-
cidn, la seleccion y Ia migracidn, en este trabajo se les
Hamara ciclos.

El CABG quedd integrado por dos subcompues-
los: el primero que se denominard subcompuesto de
machos, formado por las variedades que intervinieron
en el compuesto polinizador del ciclo subsecuente, y el
segundo formado por las variedades que intervinieron
s6lo como hembras dentro det CABG, al que se le
denominard subcompuesto de hembras.

Evaluacion en campo

El presente trabajo serealizé en el ciclo de temporal
(secano), de 1984, en los campos experimentales de
Cotaxtla, en Veracruz, y La Huerta, en Jalisco, Méx.
Ambas localidades tienen un clima célido, subhimedo
y una altura sobre el nivel del mar menor que 500
metros.

El material genélico se cvatud, en ambas localida-
des, con un arreglo de tratamientos en parcefas dividi-
das en un disefio experimental de bloques completos al
azar, donde la parcela grande fue la variedad y las chicas
los ciclos, con dos repeticiones por localidad. Se utili-
zaron modelos aleatorios con el fin de estimar ias
variancias entre varicdades, con ¢l supuesto de que eran
una muesira representativa de una poblacion de varie-
dades de una poblacion de variedades mejoradas.

Para ver si los materiales de cada variedad eran mds
parecidos a los de las otras variedades, conforme se
avanzaba cn ¢l proceso de recombinacion, se estimd la
variancia en cada ciclo y localidad con base en los
siguicnics analisis;

Fuente de variacion e c.m. E(c.m)
Repeticiones I

Variedodes 19 M, 02+ r v
Eror 39 M, o

Towd 79

r = repeliciones v = varicdades iz localidades

El estimador de Ia variancia de variedades lue:

M -M
Dy bt
ol =
Con el mismo fin se realizaron andlisis de variancia
considerando ambas localidades de 1a manera siguien-
te:

Fuente de varizcién gL < m. E(c.m)
Localidades 1

Repeticion (loc) 2

Variedades 39 . o+ i+ o
Loc x variedades 39 . o + vl

Eror 78 s o?

Towa 159

T = repeticioncs v = variedades 1= localidades

El estimador de Ia variancia de variedades en este
caso fue:

Esta variancia estimada de variedades se dividio
entre la variancia respectiva det emror, tal como lo
propusieron Sprague y Federer (5):

al\'
=

También se hizo la estimacién de la variancia
dentro de las variedades a partir de las observaciones de
plantas individuales, con el fin de detectar diferencias
estadfsticas entre ellas, aplicando la prueba de Bartlett
sobre homogeneidad de variancias, descrita por Infanie
y Zérate (3).

En ambas localidades se registraron las siguientes
variables: rendimiento en mazorca (kg » ha' ), dias a
floracién mascalina al 50% de antesis, dias a floracién
femenina al 50% de aparicion de estigmas. En La
Huerta, se registraron también la fecha de floracién
femenina de cada planta, la altura de Ia planta desde la
base deltalio hasta el pice de laespigaen 10 plantas por
parcela, la altura de mazorca desde la base del wllo
hasta la base de la mazorca principal y el porcentaje de
acame, contando el nimero de plantas acamadas en
relacion con el wotal por parcela.
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RESULTADOS Y BiSCUSION

Debido aque el CABG estaba estructurado por dos
subcompuestos, se esperaba una reduccion de tas di-
ferencias entre las variedades a medida que avanzaban
fos ciclos por causa del subcompuesto polinizador, ¢l
cual actué como progenitor recurrente a través de los
ciclos de seleccion. Con el fin de estimar tal variacién,
enel Cuadro 1 se presentan los valores de Fparael factor
variedades de los analisis de variancia de los caracteres:
rendimiento, floracién masculina y femenina, altura de
planta y de mazorca, y porcentaje de acame en cada
ciclo, en Cotaxtla y La Huerta. Se observa que los
resultados por localidad difieren significativamentc en
algunos aspectos por gjemplo: en Cotaxtla, ¢l rendi-
miento en los ciclos C, y C, present6 diferencias signi-
ficativas en comparacién con La Huerta, donde sélo en
el C, no hubo diferencias estadisticas. Otros caracieres,
que preseniaron diferencias en comportamiento, fue-
ron: floracién masculina y femenina y porcentaje de
acame, por lo gue s¢ puede decir que las variedades en
estos caracieres tuvieron respuestas diferentes en cada
ambiente, a diferencia de ia altura de planta y de la
mazorca, que mostraron respuestas similares en ambos.
Lo anterior se explicaa que en La Huesta las variedades
tuvieron mayor rendimiento, mayor acame y fueron
mds precoces que en Cotaxtia,

A través de los ciclos (Cuadro 1), se aprecian
discrepancias significativas en C, para todos los carac-
teres estudiados en ambos ambientes —con excepeidn

del rendimiento en La Huerta. A medida que se avanzo
en los ciclos, las diferencias estadisticas fueron desapa-
reciendo a tal grado que en C,_ sélo la altura de planta, cn
Cotaxtla, y el rendimiento y porcentaje de acame, enLa
Huerta, fueron significativos.

En el Cuadro 2 se presenian los valores de F,
resultantes de los analisis de variancia combinados de
ambas localidades para los caracteres estudiados. Sc
puede observar que enrendimicnto, allurade plantay de
mazorca se mantienen las diferencias estadisticas entre
las variedades a través de los ciclos. En cl resto de log
caracteres, en el ciclo C, no s¢ obscrvaron desigualda-
des estadisticas, por lo que sc puede inferir que la
diferencia entre los materiales en los caracteres estudia-
dos se redujo debido a la cruza regresiva del subcom-
puesto de machos hacia el subcompuesto de hembras, y
la seleccidn y migracidn de ambos subcompucstos.

Alobservar los ciclosencl Cuadro 2 scaprecia una
respuesta similar al Cuadro 1; esto es, que a medida que
avanzaron los ciclos las diferencias estadisticas tendic-
ron a desaparecer en C,, por lo menos cn las variables:
dias a floracidn masculina y femenina, y porcentaje de
acame.

Respecto a ka interaccidn de localidades por varie-
dades sdlo se obtuvo importancia cstadistica en algunos
caracteres y ciclos. El rendimiento fue significativo en
C,,C,yC,; laaltura de planta, en ¢l C,; y ¢l porcentaje
de acame,cn el Cﬁ, Lo anterior indica quc fas variedades
tuvieron una expresion diferente de los caracteres

Cuzdro 1. Valores de F resultantes para o factor variedades de los caracteres estudiados en cada ciclo, en Cetaxtia y La Huerta {1984 B).

Caracteres Localidades C, <, C, <, C, C, C,
rendimiento Cotaxtla 1.79%* 1.56 117 I 83+ 072 1.33 1.27
La Huerta i.56 3.58% 27764~ 333+ 2.62%* 2 T4+ 1.92+
flor (gl Cotaxtla 2.32%» 1.60 §72* 119 119 172* 115
La Huerta 5.20% 3.34% 371> 2.18%* 1.12 145 092
flor Q Cotaxda 2.56%* 1.73* 1.15 1.18 129 126 097
La Huerna 6.46%* KR YA 438 2.15% 1.37 2 59%» 091
altuss de Cowaxila 5,404 5.00% 3174 172+ 1.84* 1.36 1.81*
plants La Huena 308 1.50 318 1.76% 1.89* 183* 1.14
altura de Cotaxtla 4.14%* 531 1.94* 145 1.54 1.56 161
mazorca La Huerna 6.80%* 171%* 193* 145 230+ 165 1.17
aceme (%) Cotaxtla 2.07* 161 1.47 135 I16 081 £.40
La Huerta 2 16%* 1 61 098 2604 i.51 121 2.7

** Aliamente significativa al 0.01 de probabilidad (2.128)
* Significancis al 0.05 de probabilidad (1.70)
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Cuadro 2. Vatores de F de los factores variedades e Interacclén Localidad x Variable en o combinado de localidades para Jos caracteres
estudiades {1984 B).

Caracteres Factor C, C, C, C, C, Lof c,
rendimiento Variedades 222%= 330 159 3 58 L™ 2.60** 2064
Loc x Var 102 2154 1.90* 175+ 2.42¥ 137 139
flor 6‘ Varedades 4 85%* 278+ 298%* I g 153 187+ 0.98
Loc x Var 1.40 I18 117 089 082 1.42 114
flor Q Variedades 603+ 3 ddrs 2.20%* 207+ 1.85* L.90** 1.16
Loc x Var 1.23 107 0350 a6s 0.76 17 073
altura de Variedades T.00%* 4344~ 4 52 232% V) R L.B1* 2.08%=
planta Locx Var 1.36 089 1.82* 114 1.30 117 117
altrn de Variedades 9 48%» ST 267 223%% 2.65% 171* 1.82%
mazorca Loc x Var 115 141 120 0.66 1.07 1.48 091
acame (%) Variedades 3 45% 2 0B*~ 126 236w 119 1.03 1.61
Loc x Var 078 117 108 1.48 1.44 0.96 207

* Significativo al 0.05%*, 001 de probabilidad

mencionados en cada uno de los ambientes estudiados,
en los ciclos indicados.

Para cuantificar la reduccién de 1a variacién cntre
las variedades de cada ciclo, se uso el estimador de
variancia de varicdades y su relacidn con el eror (m),
como se describe en Materiales y Métodos. En el
Cuadro 3 se presentan estimadores de variancia por
ciclo, obienidos de los andlisis individuales de las dos
localidades estudiadas y del andlisis individual de las

dos localidades estudiadas y del andlisis combinado en
todos los caracteres. Se puede observar una reduccidn
de estos estimadores de variancia dei C, al C,, siendo
mds clara ésta en las variables alra de planta y de
mazorca. Esta reduccidén se debe a que al iniciar fa
integracién del CABG en ambas localidades, en el C,
existia una diferencia de 143 cm entre el material més
alto y el més bajo, y en el C,, esa diferencia sélo fue de
49 centimetros.

Cuadro 3. Esthmadores de variancia de variedades a fravés de su refacitn con el error (m) de Jos caracteres estudiados en Cotaxtla, La Huerta

¥ el combinado de ambas localldades (1984 B).

Rendimliento

Altera de planta Altura de mazorca

Cotaxlin La Hueriz Comb. Colaxiln L.a Huerta Comb, Cataxtla Le Huertn Comb.
C, 0.39 (.28 0.30 224 1.04 150 157 250 212
(o 0.27 129 057 2.00 025 0.83 2.16 0.86 118
c, 0.08 088 025 108 108 0.88 047 0.46 0.42
C, 0.41 1.16 0.64 036 038 033 022 6.22 0.31
c, 1] 081 0.20 042 0.44 .35 027 0.69 0.41
C 0.16 0.87 0.40 018 0.41 020 028 097 0.18
C, 013 0.46 0.27 0.41 0.20 0.27 0.30 0.08 0.20

Dias a flor Dias a flar Acame (%)

Cotaxtla La Huerta Comb, Cotaxtia La Huerta Comb. Cotaxtin La Huerta Comb.
c, 029 210 0.96 0.78 164 126 053 0.58 0.61
C, 030 1.16 0.44 0.36 160 0.61 030 032 0.27
C, 036 1.39 .49 0.08 20 030 023 0 0.06
C, 009 059 022 0.0 0.68 027 0.17 0.40 0.36
C, 0.09 006 013 0.14 0.22 021 0.08 076 005
C, 0.36 022 022 013 56 o 0 010 0.0
C 0.07 0 0 0 0 G0t 0.70 0.63 015

=

Turriaiba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 341- 347



346 TURRIALBA: VOL. 42, NUM. 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1992

En general, esta reduccién en los estimadores de
variancia de los caracteres a través de los ciclos, puede
indicar que ambos subcompucsios tendieron a perder la
dentidad genética de las variedades, para inlegrarse en
un solo compuesio; ademas, en ¢l subcompuesto de
hembras también perdicron su identidad genética poria
migracién producida.

Asimismo, se estimd la vanabilidad dentro de las
variedades en cada ciclo medianie la variancia de obser-
vaciones individuales de plantas en los caracteres
floracién femenina, alfura de planta y de mazorca Enel
Cuadro 4 se presentan las variancias dentro de las
variedades, asi como la prucha de Bartlett de homoge-
neidad de variancias. Al observarlas, en cada ciclo, s¢
aprecia que la del C, fue mayor que en el resto debido
a que gran parte de las varicdades originales presenta-
ban variabilidad cntre y en ellas; lo mismo ocurrié con
algunas poblaciones, variedades de polinizacion libre y
“colectas”. Esta variabilidad en dias a floracién feme-
nina fue disminuyendo a través de los ciclos, o cual se
atribuye al desespigamicnto practicado al 80% de la
floracidn del compuesto polinizador, pues las planias
mas tardias en su floracién femenina se eliminaron
aatomdticamente al no lenar complelamente la mazor-
ca. Con respecto a la prueba de Bartlett, practicada en
floracién femenina, ésta mostrd que las variancias
fucron estadisticamente diferentes al 1% de probabili-
dad.

Cuadro 4. Prucha de homogeneldad de fas variancias estimadas
a partlr de plantas Individuales en cada clclo en La
Huerta, fal,, y Campo Cotaxtla, Ver.

Dias a flor  Altura de plania Altura de maverca

W C, 1196 17501 13204

©C, 945 10555 669 .6
aC, 911 11103 6760
2, 8.19 8215 4400
1c, 7.98 8190 446.2
1C, 684 7552 454.8
'C, 806 6113 295.3
irtlett 105.32* 149.66* 229.40%
1041 - 1651

L.os caracteres altura de la planta y de la mazorca
uestran una gran variacion dentro del C, con respecto
los otros ciclos, lo cual se atribuye a la misma razdn

apuntada en floracién femenina; o sea, algunas varieda-
des poseian gran variabilidad en y entre ellas, en el caso
de lag poblaciones, variedades de polinizacién libre y
“colectas”.

La disminucidn en la magnitud de la variancia en
altura de la planta y de 1a mazorca se atribuyd principal-
mente a las siguientes causas: a) las plantas selecciona-
das en cada ciclo debian estar alrededor de Ia aitura
media de la variedad por seleccionar; b) en el compues-
topolinizador fueron desespigadas las plantas demasia-
do altas con respecto al mismo; ¢) algunas variedades
del compuesto macho eran de porte bajo y, al cruzarse
con variedades altas, proporcionaron al CABG un porte
de planta intermedio, tendiendo en cada ciclo a la
pniformidad. Respecto a la prueba de Bartlett en estos
caracteres, en ¢l Cuadro 4 se observa que lag variancias
fueron estadisticamente diferentes al 1% de probabili-
dad.

En sintesis, ia informacidn anterior estd indicando
que el CABG fue integrado en una sola poblacidn en
seis ciclos, al aumentar el parecido entre y en las
variedades.

CONCLUSIONES

Con basc en los resultados alcanzados se concluyé
lo siguiente:

— En Cotaxtla y La Huerta, las variedades mostraron
diferentes respuestas a la seleccion en los caracte-
res: rendimiento, floracidn masculina y femenina,
y porcentaje de acame; ademds mostraron una
respuesta similar en altura de la planta y de la
MAazorca.

— Las diferencias entre las variedades en cada loca-
lidad tendieron a reducirse a medida que se avanzé
en los ciclos de seleccién; a través de localidades
sélo el porcentaje de acame y dias de floracién
masculina y femenina mostraron esa tendencia,

— La interaccién entre variedades y localidades se
manifestd en algunos ciclos de seleccidn en el
rendimiento, altura de planta y porcentaje de aca-
me,

« L0 estimadores de variancia por medio de su
relacién con el error mostraron claras {endencias
de disminucion a través de los ciclos de seleccion.
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— Las variancias dentro de Ias variedades fueron

diferentes en los ciclos de seleccion en los caracte-
res: floracidn femenina, altura de planta y de
mazorca, mostrando una tendencia a reducirse a
medida que avanzd la seleccidn.
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Método de Laboratério para Avaliacao da Resisténcia Genética
de Coffea spp. a Perileucoptera coffeella’

ABSTRACT

A teaf disc method was developed to evaluate the resistance
of Caffea germplasm to coffeeleaf miner (Perileucoptera coffeella).
L.eaf dises 3.14 cm In diameter were kept on molst sponge inside
plastic boxes closed with a glass lid. The boxes were maintained
under artificial Hght at 22 + 2°C with a photoperiod of 12
hours.Each box held 144 leaf dises.Uniform disk infestations
were oblained by the introduction of 150 pupaeper box Contrary
to what occurred in feld conditions, where the Frst and second
leaf pairs were the Jeast infested, in the iaboratory no ingect
preference for any leaf pair was observed. Presence el mid-ribsin
the discs did not influence lesion development.Under beth ficld
and lab conditians, the Coffea racemosa x C. ambica derivative
C1195-5-6-2 showed hiph resistance.The genetic resistance of
this plant can be expressed as the ¥, peneration of a cross with a
suseeptible cultivar.In this generation, segregation occurred in
rathos compatible with the hypothesis of resistance being inheri-
ted as a single dominant trait.The relinblility of the devised lab
method, as evidenced by high corrciations with field tests in
addition to its other advantages, suggests lls routine use as a
screening method in breeding programs. A practical strategy for
evaluation of large segregant popuistions Is also proposed.

Palavras chaves: Caoffea spp., Perileucoplera caffeella, biche
minetro, resisténcla, selecio precoce.

INTRODUCAO

primeirareferénciasobre aocorrénciadobicho
mineire no Brasil, deu-se em 1860 em cafe-
zais do Rio de Janciro ¢ S#o Paulo, ocasionan-
do notdvel decréscimo na produgfio (22).Como a oco-
rréncia da ferrugem (Hemileia vastatrix Berk, ¢ Br.) a

I Recebido para publicagio el 18 de margo de 1992
Parnte de Dissenagio de Mestrado apresentada ao Instituto de Bio-
logia da UNICAMP, para abtengio do titulo de Mestre em Cien-
cias Biclogicas

*  Sceiode Gendtea, Instituto Agrondmico (FACY Caixa Postal 28,
13001, Campinas, 5P, Bra. Com bolsa de pesquisa do CNPqg,
Bra.

O. Guerreiro Filho*, H P Medina Fitho**, A Carvalho**

RESUMO

Desenvolveu-se um método de avallagdo da resisténcela de
Coffea dPerileucoptera caffeella através da exposiciodediscosde
falhas a essa praga.Discos de 3.14 camf sdo mantidos em caixas
plésticas sobre espuma plistica umedecida e cobertas comeo
vidre, por onde incide luz artificlal. As caixas, cm laboratdrio sio
mantidas 3 temperaturade?? °2°C efotoperfodode 12 heras.Em
caixas com 144 discos dispostos em parcelas formadas por 12
discos, uma distribuicio uniforme da infestagin ¢é obtida com
uma populacio de insetos oriunda de 150 crisalidas Observou-
se, em laboratério, nde haver preferéncia do inseto pelo par de
folhas amostrado. Ao contrdrio, a nivel de campe, o primeiro ¢
segunde pares a partir da extremidade dos ramos, sio menos
atacados. A nervura centrat naoe exerceu influéneia no desenvol-
vimento das tesdes Parcelas formadas por discos com ou sem
nervura central foram igualmente danificadas.Derivado da
hibridacho Interespecifica entre €. arabica e C. racemosa, 0
cafeelro C1195-5-6-2 mostrou-se altamente resistente, tanto em
laboratérlo como a nivel de campo A resisténcia do cafeciro
C1195-5-6-2 ¢ exprassa cm alguns individuos eriundos de cruza-
mentos dessa planta com cafeeliros suscetiveds, indicando a possi.
billdade dc transferir essa caracteristica para outros
germoplasmas.Na geragio F, ocorre segregacio para resistén.
cia em proporgies que corrobora a hipdtese de heranca simples
dominante para resisténcia A confishitidade do método delabo-
ratério desenvolvido, evidenclada pela alia correlagio com dados
de campo, associzda ds grandes vantagens de sua utilizacdo,
sugere a seu emprego rotinciro em programas de melhoramento
para resisténcia ao bicho mineire indica.se também, uma estra-
tégia pratica para a selecio em populagies seprepandes.

partir de 1970, verificou-se uma mudanga na tecnologia
de aplicagio de defensivos ¢ uma dréastica alteragio no
sistema de condugio da cultura cafecira que, juntamen-
te com o uso inadequado de defensivos, causaram
desequilibrios bioldgicos desastrosos para a cultura
(19).De ocorréncia apenas nos periodos secos do ano,
passou entdo a se constituir também em problema nos
periodos chuvoses, sendo hoje considerada a principal
praga do cafeciro no Brasil (18).

Os prejuizos na producdo, causados em algumas
locatidades chegam a até 50% (1), como consequéncia
da reduciio na superficie foliar fotossintetizadora das
plantas, causadas pelas galerias formadas pelas lagartas
¢ principalmenic pela queda presatura das fothas (5,
16).



GUERREIRO FILHO, ET AL.: RESISTENCIA DE COFFEA SPP. A P. COFFEELLA 349

Tem-se realizado o combate o bicho mineiro ex-
clusivamente com produtos quimicos, aumentando o
custo de produgdo e contribuindo para tornar o café
menos competitive com outras culturas. Além disso,
excessivas aplicagdes de inscticidas poluem o meio
ambiente, constituindo uma ameaga A sadde humana.

Diversos fatores estimulam o desenvalvimento
de cultivares resistentes ao bicho mineiro.No género
Coffea nota-se uma grande variabilidade genélica em
relagdo A resisténeia. A praga ¢ de importancia primdria
& ocorre em niveis populacionais altissimos nas princi-
pais regides produtoras.O café é cultivado em grandes
dreas, € perenc ¢ o inseto possui elevado namero de ini-
migos naturais o8 quais, aliados a cultivares resistenies,
reduziram a infestagio, mantendo-a abaixo da faixa de
dano econdmico.

Em observagdes realizadas no Brasil a espécic
mais suscelivel ao bicho minciro parece ser Coffea
arabica 1. Todas as varicdades dessa espécie sdo seve-
ramente atacadas No entanto, acemuada variabilidade
quanto ao grau de inlestacio enire as espéeics silvestres
dipldides de Coffea foi observada por Medina Filtho et
al. (13).0s cxemplares C. eugenioides, C. dewevrei, (.
racemosa, € liberica e C. kapakata da colegio de
espéeics de Campinas, apreseriam reduzida porcenta-
gem de folhas atacadas, enquanto C. stenophylla mos-
tra-se praticamente imune. C canephorace C. congensis
revelam-se suscetiveis.As espécies C salvatrix e C.
brevipes siio também altamentc resistentes quando
comparadas aos cultivares Catual Vermelho ¢ Mundo
Novo de C. arabica (8).

A resisténeia ao bicho minciro presenie em algu-
mas das espécies dipléides vem sendo transferida para
C. arabica, com o objetivo de se desenvolver cultivares
resistentes a essa praga. Tem-se dado especial énfase &
espéeic C. racemosa. A metodologia de selegio de
plantas resistentes, até o presenic momento, bascia-se
na identificacdo de individuos pouco atacados em
condigdes de campo e tem-se verificado que a resistén-
cia assim identificada é geneticamenie controlada, po-
dendo sertransferida a outros germaoplasmas (7, 14). No
presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia de
seleglio precoce de cafeciros para resisténcia ao bicho
mineiro ¢ indicam-sé as correlagBes existentes entre
essa seleglio precoce e asavaliagdes durante virios anos
a nivel de campo, em plantas adultas.

MATERIAL E METODOS

Criacao artificial
do inseto em laboratdario

A criagdo do bicho mineiro foi desenvolvida, obje-
tivando-se a produgfo constante de crisdlidas para
utilizagfio nos testes de resisténcia do germoplasma em
estudo. Utilizou-se a técnica descrita por Katiyar e Ferrer
{10) com algumas adaptagdes.

Gaiolas de madeira revestidas com tela de malha
fina, com dimensdes de 70 x 70 x 70 cm e suspensas a
60 cm do solo, foram utilizadas na criagdo do inseto. A
parte posterior das gaiolas apresenta uma pequena porta
pela qual os insetos s30 introduzidos ¢, na parte inferior,
um fundo falso que, podendo ser removido, permite a
introducfio de mudas de diferentes tamanhos em seu
interior.

A criacdo foi mantida em laboratdrio como fotope-
riodo de 14 horas, temperatura de 27 + 3°C e umidade
refativa de 70 + 10%, condi¢tes que, segundo Parra
(19), favorccem uma reducdo na duracio do ciclo
biolégico do inseto.

Apos a postura, 8 cada dois dias, as mudas foram
substituidas por outras, isentas de dano, e mantidas,
posteriormente, em condigfes ambicentais idénticas As
descritas anteriormente, para que as demais fases do
desenvolvimento do inscto, pudessem ter continuida-
de.

Os adultos foram alimentados com solugfio de
sacarosc a 10%, que, de acordo com Nantese Parra (17),
proporciona um aumento no admero ¢ na viabilidade
dos ovos, além dec maior longevidade das mariposas.

Viabilidade das crisdlidas
A viabilidade das crisdlidas foi determinada antes
de sua utilizagfio como fonte de infestacdo nos testes de

laboratdrio, através da porcentagem de emergéncia dos
adulios,

Posiciio e tamanho das parcelas
e da populacio do inseto

Adaptou-se a mctodologia descrita por Eskes (6)
para o cstudo da resisténcia do cafeeiro & ferrugem, H

Turriatba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 348 - 358



350 TURRIALBA: VOL. 42, NUM. 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1962

vastatrix. Com um furador de rothas de 2.0 cm de
diimetro, obtiveram-se discos, de folhas coletadas no
periodo da manha Esses discos, com a epiderme supe-
rior vollada para cima, foram colocados sobre uma
espuma umedecida ¢ mantida no interior de caixa de
polictileno de 39 x 28 x 10 cm.Para garantir uma boa
vedagio, colocou-se nos bordos da caixa uma guamicio
de espuma plastica sobre a qual colocou-se um vidro
plano ¢ transparente de 3 mm de espessura, impedindo
a saida dos insetos e mantendo a umidade no interior da
caixa. Em cada caixa colocaram-sc sobre a espuma
plastica 144 discos de folhas, em dois lotes de 72 discos,
divididos por uma placa de isopor sobre a qual foram
depositadas crisdlidas obtidas da criagio descrita

36 PARCELAS DE 04 DISCOS

oo 00 Qa GO 0o 00
oo Q0 c 0 00 00

¢o 00 00 GO0 Q0 00
co 0 Qg ©O ac 00

co [e]0) [= 1o S o1e] oo Q0
00 Qo co o0 o0 QU

CRISALIDAS

Q¢ 900 ale] oc 00 co
18] g0 Qo oc Q0 00

0@ ©0 Q0 00 DO 0O
oo Q0 QC 00 00 00

Q0 co oo Q0 Q0 00C
Qo e8] ac 00 oo Q0
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o000 0000 8000
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anteriormente Havendo emergéncia dos adultos ¢ es-
tando os mesmos confinados A caixa, a oviposiciio era
feita nos discos de folhas.

Apés esse desenvolvimento inicial e, notando-se
que o sistema era promissor, instalou-se um experimen-
to para poder definir a populagéo do inseto (50, 160 ou
150 crisdlidas) e o nimero de discos de folhas por
parcela (4, 6, 8 ou 12 discos), que resultasse em uma
infestagdo uniforme. Em cada caixa conlendo 144 dis-
cos poder-se-ia considerar 36 de 4,24 de 6, 18 de 8 ou
mesmo 12 parcelas de 12 discos cada uma, conforme
mostra a Figura 1.

24 PARCELAS DE 06 DISCOS
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Fig. 1. Represeniagio esquemiltica do ndmera ¢ da distribuigio de possiveis parcclas em uma mesma caixa de testes de acordo com o nidmero de discos

considerado por parceha
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O experimento foi mantido em laboratdrio com
temperatura de 22:+2°C e fotoperiodo de 12 horas.Cada
associago da populagio do inseto (PI)-nimero de
discos por parcela (NDP)-nimero de parcelas (NP), foi
analisada separadamente usando-se, para tanto, o deli-
neamento estadistico de blocos ao acaso como quatro
repetigles, cada caixa representando uma repeticio Em
todas as associagdes testadas, os 144 discos de cada
caixa foram obtidos de folhas de uma dnica linhagem de
C. arabica, suscetivel, Catuai Vermetho (CH2077-2-5-
81). Posieriormente, testou-se a homogencidade das
varidncias obtidas em cada um dos experimenios pelo
teste de Bartlett (21).

Os seguintes pardmetros foram analisados:

~  Nimero de ovos por parcela (NO),

-~ ndmero de discos fesionados por parcela (DLP),

~  npola visaal {NV) (pontos atribuidos segundo uma
escala de 0 a 9, sendo O= ausencia de infestagiio e
9= parcela totalmente destruida) ¢

—  Area foliar danificada por parcela (ADP).

Para realizaglio da andlise estalistica dos dados,
NO foi transformado em VX+0.5 e 0s demais parame-
tros em arc sen V%. Foram também determinados os
coeficientes de variagdo de cada associacfio PI-NDP-
NP.

Influéncia da nervura central (NC)

Para determinar a influéncia da NC no desenvolvi-
mento da lesdo, realizou-se um experimento em blocos
A0 2cas0 COMm seis tratamentos, guatro repeticdes e seis
discos de folhas por parcela.Os tratamentos foram
coastituidos da seguinte forma: a) todos os seis discos
de folhas com NC; b) apenas cinco discos com NC;¢)
somente guatro discos com NC; d) apenas irés discos
com NC; e) somente dois discos com NC; e f) todos os
seis discos sem NC,

A populagio utilizada para infestaghio foi de 150
crisdlidas por caixa e os pardmetros considerados nas
avaliages foram NV e DLP.Os dados foram
transformados en arc sexV % para a analise estatistica
dos resultados.

Enfluéncia do par de folhas (PF)
Uma possivel influéneia do PF no comportamento

do inseto foi determinada cm laboraldrio wiilizando-se
o método de infestaclio em discos de folhas.O delinca-

menio estatistico adotado foi o de blocos ao acaso com
quatro repetigdies ¢ seis ratamentos com scis discos por
parcela.Cada tratamento esteve representado por um
PF do primeirc ao sexto do ramo, a partir do mais
recente.A populagdo do inseto foi de 150 crisdlidas por
caixa e os parimetros observados foram NO, DLP, NV
e ADP, A nivel de campo, foram marcadas 10plantasdo
cultivar Catuai ¢ 5 ramos foram observados mensual-
mente quanto 3 infestacio nos diferentes pares de
folhas.O parAmetro observado foi o nimero de lesdes
presenies em cada PF.Os resultados [oram
transformados em VX+0.5 ¢ analisados estatisticamen-
te, sendo posicriormenic testada a correlagfio com o
resultados obtidos em laboratdrio.

Avaliacho da geracgiio parental e F1
de cruzamentos enfre C. arabica e C11958-5-6-2

O cafeeiro C1195-5-6-2, descendente de um cru-
zamento natural entre . arabica ¢ C. racemosa, {oi
identificado por Medina Fitho et al (12) como resisten-
te ao bicho minciro ¢ imimcras hibridagfes foram
realizadas com essa fonte de resisténeia ¢ exemplares
selecionados de cultivares de €. grabica Entre cssas
hibridagfes, {oi analisada em laboraidrio, apenas uma
combinagdo hibrida, do calceiro C1195-5-6-2 (P) ¢
H4782-7-882 (P,). Desse cruzamento, foram obtidos 18
descendentes que faziam paric do ensaio de progénie
(EP) 221 da Sccglio de Gendtica do Instituto Agrondmi-
¢o do Campinas. Adotou-sc o delineamento inteira-
menie casualizado com 12 repeligfes e parcelas de scis
discos de fothas, tendo como tratamentos Pl e Pz,
Apopulagdo de insetos utilizada foi de 150 crisdlidas.

Os pardmetros obscrvados foram NO, NV, DLPc
ADP. Acompanhou-se também o desenvolvimento da
fesfio emn um disco, resultanie da eclosdio de wm ovo,sendo
estudado scis discos por gendtipo.Discos de folhas
dessas plantas juniamenic com 0§ 1ipos parcntais,
repetidos rés verces, constituiram 08 24 fralamentos do
teste de livre escolha realizado.As parcelas foram re-
presentadas por 6 discos sepundo delincamento em
blocos ao acaso com quatro repetictes. Cada bloco foi
infestado com 150 crisdlidas. Para a andlisc cstatistica
dos dados, os pardmetros ADP, DLP ¢ NV foram Lrans-
formados em arc sen V% ¢ NO em VX +0.5. As médias
foram comparadas através do tesie de Tukey a 5% de
probabilidade. Para a geraglio F, analisou-se a correla-
¢fio entre os valores obtidos para discos de [olhas em
laboratério ¢ os valores obtidos em condigfes de cam-
po, no intuito de se avaliar a cficiéncia do método de
selegiio desenvolvido. No campo, o nivel de resisténeia
foi determinado atribuindo-se pontos, segundo uma
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escala de notas de 1 a 10, onde | significa auséncia total
de alaque e 10, ataque muilo severo. Realizaram-se trés
observagbes anuais em época de alta intensidade de
ataque. Seis discos de folhas de cada individuo da
geragdo F|, apresentando um ovo por disco, foram
mantidos em caixas de testes. Apés o completo desen-
volvimento das laganas, determinado pela transforma-
¢fo e crisdlidas, as lesoes foram recortadas e sua drea
determinada em um integrador de 4rea foliar,

RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Viabilidade das crisalidas

A emergéncia de adultos foi de 93%.Consequente-
mente utilizando-se 150 crisélidas como fonie de infcs-
tacio, a populagio de insetos adultos foi de 139.5, com
100 crisdlidas, populagio de 93 adultos ¢, com 50
crisalidas 46.5 adultos.

Em experimentos conduzidos em laboratdrio em
temperaturas de 20, 27, 30 ¢ 35°C, Parra (19) constatou
haver emergéncia de igual mimero de machos ¢ fémeas
em todas as temperaturas estudadas, sendo seus dados
muiio préximos aos obtidos por Speer (20} através da
contagem de machos e fémeas emergentes de crisdlidas
cothidas no campo ¢ em vérias gerages obtidas durante
um ano em laboratério, Assim, supde-se que metade de
cada uma das populagdes scja representada por fémeas
de mesma idade, com semethante capacidade de postu-
1a.

Pode-se verificar que a média geral de postura nos
vérios experimentos foi de 10.02 ovos por femea. Parra
{19), avaliando a capacidade de postura de fémeas que
receberam ou n3o alimenio (sacarose 10%), verificou
que fémeas ndo alimentadas colocaram 6.2 ¢ 18.5 ovos
nas temperatras de 20°C ¢ 27°C respectivamente,
enquanto que f8meas que receberam alimento coloca-
ram 3.2 e 56.8 nas tempefaturas acima referidas. Nas
condigdes do experimento aqui relatado, os insetos
adultos nfio receberam alimentagfo artificial ¢, como
mencionado anteriormente, a temperatura no laboratd-
rio foi mantida a 22+ 2°C. Dessa forma pode-se obser-
var que o ndmero médio de ovos por fémea variou de
6.22 a 1542, aproximando-se dos valores citados por
Parra (19},

Posicao e tamanho das parcelas
¢ da populacdoe do inseto

Em estudos de resisténcia de plantas a insctos, o
espago disponivel aos insetos condiciona o nimero de

individuos a ser hberado (11).Para insctos criados 2
temperatura de 20°C, humidade relativa proxima a sa-
turagdo e fotoperiodo de 14 horas, Parra (19) observou
78.7% de viabilidade de crisdlidas, 92.9% de viabilida-
de dos ovos ¢ média de 6.2 ovos por [Emea nao alimen-
tada, Utilizando-se como exemplo esses dados, pode-se
concluir que de um total de 100 crisalidas, 78.7 scriam
vidveis.Dessas, 39.35 seriam {émeas, capazes de colo-
car 243.97 ovos, dos quais 226 scriam vidveis, sendo
esse o ndmero aproximado de lagartas a infestar os
discos de folhas, originadas da populago inicial de 100
crisdlidas,

Cada lagarta de P coffeclla danifica 1.15 cm* de
area {oliar no cultivar Catuai de € arabica (15). Nas
mesmas condigtes ambicniais descritas anterionnenic,
226 lagartas destruiriam 2399 cm?® de drca f{oliar. A
viabilidade médiadas crisilidas foide 94%. Hipotetica-
mente, guardadas as proporgdes dos experimentos
realizados por Parra (19) ¢ Nantes ¢ Parra (15), para guc
fosse danificado 1/3, 2/3 ¢ wda a drea foliar de 452 16
cm? equivalente aos 144 discos de folhas do cultivar
Catgai Vermelho (H2077-2-5-81) presenies cm uma
caixa, seriam necessdrias respectivamente de 50, 100 ¢
150 crisdlidas. Pclo tesic de Bartlett, pode-se verificar
que as varidncias dos experimentos sdio heterogéneas
({2(ND)=424 30, 11GL: P=001, X2(NV)=9%4 8,
11GL; P=0.01; X2(DLP)=147.64; 11GL; P>001 ¢
X2(ADP)=206.70; 11GL;P>0.01)

Dessa {forma a identificacdo do tamanho idcal das
parcelas ¢ da populag@o do inscto foi realizada com basc
nos menorescoeficicnies de variagio apresentados pelos
experimentos, uma vez que a médias experimentais,
variaram muito eatre os diferentes nivels populacionais
¢ também entre as parcelas de dilerentes tamanhos.
Pade-se nolar que o aumento nadensidade populacional
¢ no tamanho das parcelas, esteve associado a um
aumenio nas médias do pardmetros NQ, DLP ¢ ADP.
ApenasaNV que se trata de um pardmetro subjetivo que
éatribuido s parcelas considerando o dano proporcional
i drca foliar existente, ndo refletiu essa tendéncia. Para
esse parAmetro acscolhados methores niveis de tamanho
populacional ¢ de parcelas, poderia ter sido determinado
diretamenic pela varifincia. Pode-s¢ notar que ©
coeficiente de variagio decresceu & medida que se
aumentou a densidade populacional do inseto. Parauma
mesma densidade, o coeficiente de variagiio decresceu
com o aumento do tamanho das parcelas (Quadro 1),
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Quadro 1. Médias (x), varlincias (52) e coeficlentes de variagio (CV) em porcentapein obtidos nas andlises de varidncias realizadas
Individualmente para cads assoclagio populagido do inseto-niimero de disces por parcelu-nimere de tratamentos, para os
parametros ndmero de ovos (NQ), discos lesionados por parceta (DLP), nota visual (NV) e drea danificads por parcela (ADP).

Populagie Biscos Fratamento NO ’ DLP
do por (pareelas)
Inseto parcels X g cv X s CY
n® n® n® n® % n°® %
4 Kt 438 1802 g7 167 1.41 71
50 5 24 6 46 3019 85 251 292 68
1 18 870 4962 81 323 442 G5
i2 12 903 7513 96 491 256 63
4 16 13.54 13235 85 292 143 41
100 6 24 20.26 215917 82 4137 276 38
8 §:9 2777 445.35 76 580 436 36
12 2 4093 797 40 69 869 926 35
4 36 17.80 129.82 64 322 105 32
150 ¢ 4 2650 21248 55 488 187 28
8 18 3598 32317 50 6.47 241 24
12 12 5270 48993 42 970 3716 20
Poputacio Discos Tratamento NO BLP
do por {parcelas)
Inseto parcela X § Cv X s cy
n° n° n® pontos % cm’ %o
4 36 355 6.55 72 i 371 97
50 5 24 3.56 585 68 477 20.99 96
g 18 3.78 4.80 58 651 2088 84
12 12 in 4.82 59 9.64 57.96 79
36 6.19 675 42 847 17.85 50
100 6 24 6.16 6.08 40 12.42 3554 48
8 i8 6.52 551 36 16.78 50.58 46
12 12 6.32 435 33 24.98 120.82 44
4 36 695 495 32 970 1220 36
150 6 24 6.96 407 29 14.41 19.94 3
8 18 6.97 104 25 19 83 26.59 26
12 12 7.00 L 19 29.39 31.20 19

Assim, em uma populacio de 30 crisdlidas em
delincamento constiteido por 36 parcelas de 4 discos
por parcela (repetigdio), os coclicientes de variagio
observados foram de 97, 71, 72 ¢ 97% respectivamente
para NO, DLP, NV ¢ ADP. Ji com populagdes de 150
crisdlidas e delineamentos formados por parcelas de 12
discos, para os mesmos parametros, os coeficicntes de
variacio foram de 42, 20, 19 ¢ 19%, respectivamente.,

Nos cxperimentos rcalizados para a determinagio
dotamanho ideal da populaglo de P. coffeella por caixa,
utilizou-se apenas um gendtipo, altamente suscetivel,
podendo-se dessa forma identificar possiveis
preferéncias do inseto por oviposigdes em diferentes
regides das caixas de testes. A populagdo de 150 crisa-
lidas, definida como a mais cficiente, a julgar pela mais
intensa e uniforme distribuicfo, foi wtilizada posterior-
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mente para avaliar o efeito do PF, NC e o nivel de
resisténcia dos diferentes parentais utilizados.

Influéncia da NC

A NC presente nos discos de folhas nio teve
influéncia nem em DLP, nem na NV atribuidas as
lestes (Quadro 2}. O nimero de discos lesionados por
parcela, foi maior (5.25) naquela formada por 5 discos
com ¢ 1 disco sem NC. A parcela formada apenas por
discos sem NC apresentou 3.5 discos lesionados, mas
ambas nfio diferiram estatisticamente. O mesmo foi
observado em relagdo ao desenvolvimento das lesdes.

Quadro 2. Influéncia da nervura central (NC) no desenvolvi-
mento da lesdo provocada por P, coffeella, avaliada
pelosparimetrosdiscoslesionadas por parcela (DLP)
e nota visual (NVY). Testede ¥ a 5% néo significativo.

Discos com NC/iscos sem NC DLP NV
n® n° ponios
6/1 450 5.00
5h 528 700
42 5.00 675
313 400 6.50
24 350 525
0/6 3350 500

Esses resultados de certa forma sfio concordantes
com os de Cardenas (3), que, investigando a resisténcia
de seis germoplasmas de Coffea ao bicho mineiro,
verificou que o ndmero de nervuras secunddrias ndo
tem relaglio com a magnitude do dano causado. C.
stenophylla ¢ C arabica var. Mokka que possuem
menos nervuras secundirias, foram os gendtipos com
maior menor resisténcia respectivamente,

Verificou-se duranle o experimento que, com a
eclosiio de apenas urn ovo em discos apresentando NC,
a lagarta resultante se alimentava da drca de apenas um
dos lados da nervura ndo a ultrapassando.

Efeito do PF

Pelo Quadro 3, observa-se que, em laboratdrio, a
resposta dos seis PF testados foi semelhante para os
quatro parimetros estudados. O sexto PF foi o que
apresentou 0 maior nimero de ovos (26.4) porém nio
diferindo estatisticamente de menor média, obtida no
guarto PF (15.5). Os demais pares apresentaram valo-

res intermedidrios. Da mesma forma, néo sc obtiveram
diferengas estatisticas significativas quantoa DLP,NV
¢ ADP para os diferentes PF.

Quadro 3. InNuincia do par de folhas nos testes de infestagio de
P. coffeells em laboratério, avaliada através dos
parémetros, niimero de ovos (NQ}, discos leslanades
por parceta (DL P), nota visual (NV} e drea danificada
por parcela (ADP). Teste ¥ a 5% de probabilidade
nio significative.

Par de foihas NO nLP NV ADP
n® n° pontos cm?
Prisneiro 220 503 526 1115
Segundo 216 503 528 1149
Terceiro 234 524 6.04 1375
Quarto 155 484 5.81 1225
Quinto 196 4777 A74 10 44
Sexio 264 4.53 474 10.10

A nivel de campo, porém, os resultados foram
diferentes. Avaliando-sc a infestagio pelo ndmero de
lestes presentes em cada um dos seis PF, observou-se
que o primeiro ¢ o segundo par foram menos atacados,
com médias de 0.29 ¢ (.35 lesdes respectivamente. O
terceiro par, com 3.94 lesdes, foi o mais atacado,
seguido do quarto, quinto ¢ sexto pares com respectiva-
mente 3.30, 3.09 ¢ 2.77 lesdes. Para os pardmetros
estudados, ndio houve corrclagdo significativa entre a
avaliagdo feita no campo e a realizada em laboratdrio,
como se pode observar no Quadro4. Isso scria esperado
a julgar pelos resultados individuais das duas avalia-
¢oes. Os resultados obtidos no campo corroboram ob-
servagdies de alguns autores, segundo os quais, folhas
do primeiro ¢ segundo par so menos atacadas (2, 15).
Cardenas (3) constatou que em folhas do primeiro ¢
segundo pares as minas eram menores e irregulares.
Bigger (2) também ressalta a maior mortalidade de
lagartas e o reduzido tamanho ¢ fecundidade das mari-
posas em folhas novas.

Quadro 4. Cocficientes de cerrelagdo (r) eatre o nimero de
{esBes por par defothas{L.PF) em condigdes de campo
e os parimetros, nimero de ovos (NO), discos leslo-
nados par parcca (DLP}, neta visual (NVY) e drea
danificada por parcela (ADP) obtidos em testes de

laboratério.
Pardmetros r '5%(4G L)
LPE/MNO 0.6 0.32: P<0.05
LPEDLP 060 1.50; P<0.05
LPFMNYV 0.09 0.18; P<0 05
LPF/IADP 014 0.24; P<0.05
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Parece portanto haver concordancia entre os traba-
lhos citados e os dados obtidos com relagdo & menor
intensidade de ataque dos insetos em folhas mais jovens
em condigbes de campo. Nos testes em laboratorio
porém, isso ndo s¢ verilica, onde os discos de folhas
jovens sfio igualmente atacados, chegando a ser em
€asos extremos, completamente destruidos.

Esses resultados sugerem que a preferéncia do
inseto pelos PF mais velhas a nivel de campo, parcce
estar relacionada a fatores ontros ¢ ndo devido a colo-
rago ou presenga de substincias deterrentes. Talvez a
maior exposigo solar das folhas jovens em condigdes
decampo, reduzaapreferneiadoinseto. Folhasadulas,
localizando-se mais no interior da planta, estariam mais
protegidas dos ventos, da insolaglio excessiva e alé
mesmo, enos eXpostas a0s inimigos naturais. Embora
essas hipdteses sejam meramentie cspeculativas ¢ o
assunto deva ser melhor investigado, a menor infesta-
¢A0 das folhas mais novas, certamente, nfio ¢ uma
caracterfstica genética que possa ser tambén expressa
em fothas adultas como sugere Bigger (2).

Avaliagio da geragio parental e F,
de cruzamentos entre C. arabica e C1195-5-6-2

Diversas hibridagGes ©m sido realizadas entre
cultivares selecionados de €. arabica (Catuai, Mundo
Novo e Icatu) com individuos classificados como resis-
tentes ao bicho mineiro a nivel de campo. Desses
cruzamentos, procurou-se cstudar a resisténcia de
H4782-7-882, e C1195-5-6-2, bem como na progénic
F1,H11421, derivada do cruzamenio entre £sses paren-
tais. A nivel de campo, as diferentes observagdes com
relagfio & intensidade de atague foram evidentes. Nio
sendo possivel uma comparagio estatistica entre os pais
por estarem localizados em lotes diferentes, realizou-se
acoleta de uma amostra de 100 folhas de cada uma das
quatro faces de exposicio das plantas e observou-se que
o cultivar Jcatu H4782-7-882 apresentou 61% de suas
folhas com pelo menos uma lesfio, enquanto em C1195-
5-6-2 apenas 9% das suas folhas estavam lesionadas.
Existe a possibilidade dessa diferenga ser devida a
presenca de niveis distintos da poputagiio da praga nos
respectivos lotes. Em laboratdrio no entanlo, as mesmas
relages foram observadas (Quadro 5).

As diferencas entre os dois parentais foram nitidas
C1195-5-6-2 apresentou média de 1.33 DLP, 1.83
pontos de NV ¢ 4.04 cm?® se ADP. Todas essas médias

diferiram estatisticamente das médias de H4782-7-882,
ou seja, 4.83 DLP, 6.42 pontos de NV ¢ 14.84 cm? de
ADP. Nao sc notou diferenga entre os pais quanto i
preferdncia por oviposicAo. Em média foram deposita-
dos 31.83 ovos em C1195-5-6-2 ¢ 37 92 em H4782-7-
882.

Quadro 5. Resisténcla 3 P. coffeells apresentada pela geracio
parental avalinda em testes de laboratorio através
dos pardmetros admero de ovos (NOY, discos lesiona-
des por parcela (DLP), nota visual (NV}, drea danifl-
cada por parcela {ADP) e drea danificada por lagarta
{ADL).

Parental* NO DLp NV ADP  ADL

n® a® portos  cm? em?
Ci195-5-6-2 3183  133h  183b 4046 006
H4782-7-882 37922 483 642 14840 120a

*  Médias scguidas pela mesma letrs nido diferem estatisticamente

entree si (1ukey 5%)

A resisténcia de C1195-5-6-2, relatada por Medina
Filho (12) foi portanto confirmada pelos experimentos
realizados em laboratério ¢ também pela determinagiio
de dilerengas na ADL. Cada laparta, danificou, em
média, 0.06 cm? de drea {oliar em C1195-5-6-2¢ 12
cm? ent H4782-7-882,

E inleressante notar gue a APL, 0.1 ¢m?, cm
folhas de C. racemosa (9), ¢ compardvel & (.06 cm?
obtido para C1195-5-6-2. Como C1195-5-6-2 ¢ resul-
tante de dois retrocruzamentos para C. arabica, de um
tripléide entre €. arabica e C racemosa, éevidente que
a resisténeia presente em € racemosa {oi ransmitida
aos descendentes, por rés geragdes. A resisténeta apre-
sentada por C racemosa (12), aliada i relativa facilida-
de de pegamento nos cruzamenios com C. arabica (4)
tem sido uma das principais razdes de scu cmprego no
programa de obiengiio de cafeciros com resisténeia ao
bicho minciro.

Com relagfio a geraciio F1, pode-sc verificar que a
oviposicio foi uniforme enire os tralamentos, nio sen-
do observadas diferengas significativas enire 05 mes-
mos. H11421-4 com 54.5 ovos, [0f o tratamento mais
procurado ¢ H11421-16 com 26.5 ovos, aquele cm gue
houve menor oviposigho, sem comudo a diferenga
atingir niveis cstatisticamente significativas (Quadro
6}. A discriminacio dos gendtipos em fungiio dos niveis
de resisténeia apresentados tornou-se bastante simples
com a andlise dos demais parimetros.
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Quadre 6. Avatlagho da resisténcla & P. coffeells de plantas parentals (H4782.7-882 e C1195-5-6-2) ¢ hibridos F,, segundo os parfiimetros
nfimero de oves (NO), discos lestonzdes por parcela (DLP), nota visual (NV), frea danlificada por parcela (ADP) ¢ drea danifieada
por Ingarta (ADL) em testes de lvre escolha realizados em laboratério.

Genbtipes* NO DLP NY ADP ADL
n® n°® pontos cm? cm?
H4782-7-882 3775, 550, 725 1417 113,
C1195-5-6-2 20.50, 2 25rs 275, 5 8911—& 0 {}BB
1H4782-7-882 42.25, 550, .50, 1720, 11z,
C1195-5-6-2 3675, 275, 350 . 7 005
B eed cg c.g
H4782-7-882 4200, 550 725 1538 i 18
[ a-d a-d a
C1195-5-6-2 3550, 300 215 . 8.41 GOs
[N d-i beg Ig
H11421-1 37.00, 3175 275 14 57 el
ag i =g L]
H11421-2 38.00, 250 200 621 115
©-g hi d-g I
Hi14213 4700, 525 650, 1673 097,
Hil421-4 54 .50, 3125, 200 . 445 018
-8 gl cg ce
H11421-5 43.00, 575, 850, 1673, L0
H11421-6 4375 550 775 14.95 112
a [ L] ae a
H11421-7 2975, 200, 175, 206 13
-8 hi I dog
H11421-8 33.25, 225, 275, 608, 019,
H11421-9 54.00, 600, 9.00, 1793, 115,
H11421-10 52.50, 575, 825, 1672, , 107,
H11421-11 29.00, 275, 400, , 837, 034,
H11421-13 38.25, 2.0{}‘l 150, 4 fﬂlqz 016, ,
H11421-15 5375, 600, 175, 1712, , L,
H11421-16 2150 525 625 1315 095
2 a-d v-h -l ab
Hi1421-17 4050, 1,758 225, 4'99&5 434,
Hi1421-18 4225 575 880 i6.82 112
[y ab xb *c 2
H11421-19 2350 575 675 1423 1t
1 &b 8¢ Re ah
H11421-20 4325 600 800 1713 097
o [ ah a ab
Yy, 14 13 124 134 136

*  Médias seguidas por uma mesma fetra ndo diferem estatisticamente entre si {Tukey 5%).

Medina Fitho ef al. (13} investigando as infesta-
¢Bes em diversos hibridos interespecificos, sugeriram
que a resistencia encontrada nas espéeies diploides
seria de natureza dominante, ¢ que poderia ser condi-
cionada por um par de alelos com modificadores. Re-
ssaltaram ainda que algumas plantas poderiam ser he-
terozigotas, principalmente devido 2 caracteristica
alégama dessas espéceies diploides.

Como €1195-5-6-2 é oriundo de dois retrocruza-
mentos para C. arabica suscetivel, seria esperado que
fosse um individuo heterozigoto para resisténcia ao
bicho mineiro, o que explicaria a segregago na progé-
nie H11421.

Verifica-se, pelo Quadro 7, que sdo altamente sig-
nificativas as correlagdes enire NV atribuida em campo
nas épocas e anos de alta infestagdo com as avaliagdes
em laborat6rio. Isso demostra a aplicabilidade do méto-
do aqui desenvolvido na selegdo de cafeeiros com resis-
ténciaa P. coffeelia. Tal selegfio durante o programa de

melhoramento pode ser realizada em folhas de mudas
novas, portanto em uma ctapa anterior ao plantio dos
ensaios de campo, nos quais seriam incluidas c avalia-
das agronomicamente somente aquelas plantas com
certo nivel de resisiéncia. Além da dbvia cconomia de
tempo e recursos, o teste de laboratdrio permite a scle-
¢do em gqualquer época do ano sob condigtes unifor-
mes.

Quadro 7. Coeficientes de correlagiio (r) eatre & nota visual
atribuida no campo (NVC) ¢ o5 parfimetros discos le-
sionados por parcela (DLP), nota visual (NV}, drea
daniflcada por parcela (ADP) e drea danificada por
lagarta (ADL) determinades em laboratdrio na gera-

cio K,
Parimetros r %16 GL)
NVC/DLP 091 878 P>O.O1
NVCFN 092 9.39; P>0 01
NVCIAD? 089 781 P=001
NVC/ADL 091 878 001
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Possibilila, ainda, a repeti¢io dos testes em plantas
individuais de gerages segregantes. Considerando-se
essas vantagens e a confiabilidade do método eviden-
ciada pela alta correlaglo entre os testes de laboratdrio
e as avaliagdes de campo feilas em diversos anos,
sugere-se a utilizagdo rotineira desse método no progra-
ma de melhoramento visando resisiéneia ao bicho
mineiro em execugio na Segfo de Gendtica do Institato
Agrondmico de Campinas.

CONCLUSOES

Constatou-se gue a populacdo de adultos de 150
crisdlidas por caixa de testes ¢ a mais adequada, propor-
cionando infestagdes tanto mais uniformes, quanto
maior o tamanho das parcelas. A distingfio entre 0 grau
de resisténeia de cafegiros pode ser quantitativamente
avaliada nos discos de fothas através da drea danificada
ou de modo mais pritico, em trabalhos de rotina,
simplesmente pela atribuigio de uma nota visual ao
dano causado pelas lagartas minando os discos de cada
parcela,

Os discos de folhas para esses testes podem ou ndo
incluir a nervura central pois sua presenga nio influe
nos danos provocados pelas lagartas. Ao contrério das
infestagtes em campo, onde o terceirg, quarto e gainto
pares de folhas do ramo sio mais atacados, nos lestes de
laboratdrio os discos oriundos do primeiro a0 sexio par
sio igualmente atacados, mostrando que a idade e a
coloragio das folhas “per se” nfio sio fatores que
determinam a baixa infestagio das folhas novas no
campo.

Os parametros discos lesionados por parcela, nota
visual, drea foliar danificada por parcela ¢ drea foliar
danificada por lagaria, confirmam a acentuada resistén-
cia genética do cafeciro C1195-5-6-2, descendente de
uma hibridagdo entre C. racemosa e C. arabica, utili-
zado como fonte de resisiéneia ao bicho mineiro em
programas de melhoramento.

A resisténcia genélica ao bicho mineiro presente
em C1195-5-6-2 ¢ expressa na geragdo F, de cruzamen-
tos entre essa planta e cultivares suscetiveis. A segre-
gacfio para resisiéncia nos seus descendentes parece ser
devida & natureza heterozigota de C1195-5-6-2. Os
exemplares resistentes apresentam, tipicamente redu-
zida rea foliar danificada pelo insclo.
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19 PARRA, IR.P. 1981 Biologia comparada de Perileucoptera
coffeella (Guérin - Meneville, 1842) (Lepidoptera - Lyonetii-
dac) visando ao seu zoneamenio ccolégico no Estado de Sio
Paulo. Tese (Livre Docéncin). Piracicabs, ESALQ 98 p.

20.SPEER, M. 1949 Observagdes relativas a biologia do "bicho
mineiro das folhas do cafeeiro” Perileucoptera coffeeila
{Guérin-Meneville) (Lepidoptera - Lyonetiidac). Arquivos
do Instituto Biolégico 19:31.47.

21 STEEL,R.G.D; TORRIE,JH 1980 Principles and procedures
of statistics. Tokyo, McGraw-Hill. 633p

22 TAUNAY, A E. 1945, Pequena histdria do café no Brusil. Rio
de: Janeiro, Departamento Nacional do Café. 558 p.

Hoy cuando ¢l manejo integrado de plagas (MIP),
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los plaguicidas, ha tomado un auge tan importante en el
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agradeciendo ticitamente a los autores la generosidad
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Respuesta de Tres Hibridos Comerciales
de Maiz a la Inoculacion con Azospirillum’

ABSTRACT

In order to analyse the Influence of Azespirillum inoculation
fnleracting with nltrogen fertitization on corn, a flcl trial using
three bacterial strain and Dekalb 3F-22, Cargil R-157 and
Contlnental RF-88 corn hybrids was carrled out. Yield and its
components, blomass and nitregen content in the graln, were the
parameters assessed. Among them, only the yleld component
1000-kernel welght showed significant differencesfor the “hybrid
x strain x fertHization™ Interaction. While Dekatb 3F.22 and
Cargll R-157 reached the highest 1000-%ernel weights with
nitrogen suppiled and when incculated with sérains 10M and 59,
respectively, Contlnental R¥-88 reached Its highest weight with
strain TM and without fertilization. Fleld nitrogen fixation,
which was estlmated considering the acetylene redaction sctivity
exhibited by samples taken at the flowering stage, was significan-
tly higher for inoculated treatments, exceeding that of the control
unilt In 91% In case of unfertillzed plots. The most remarkable
effect of inoculation, however, was noticed in terms of root
development by means of a pot experiment, which showed an
Increnseof 100% and 150% In the root surface area of Dekalb 3F-
22 plants inocolated with straing 7M and 10M, respectively.

Key words:  Maize, Azespirilium, inoculation, nitrogen fertili-
zation, nitrogen fixation.

INTRODUCCION

iversos auntores han expucsto los efectos be-
néficos en los rendimientos por asociacidn de

4" bacterias del género Azospirillum con raices
de gramineas forrajeras y de grano en condiciones de
campo (1, 17,20). En la mayorfade los casos, los incre-
mentos hallados fueron alrededor del 209, sin embar-
go en algunos trabajos se seffalan aumentos de hasta un
60% (19).

1 Recibido para publicacién el 15 de enero de 1991
Los autores agradecen al Ing. Agr. E. Dellepiane por su colubo-
racidn en el manejo del cromatégrafo de pases.
Este trabajo fue subsidiado por la SECyT (res 275/86) v
apoyado por Ia empresa Ryzobacter Argentina S.A

*  Chiedr de Cercalicuiturn; Fecultad de Agronomia, Universidad
de Buenos Aises; Av. San Martin 4453, {1417) Capital Federal,
Arg.

** Céedra de Microbiologia, Facultad de Agrenomia, Universidad
de Buenos Aires; Av. San Marntin 4453, (1417) Capital Federal,
Arg

I Garcia de Salamone®, M. A Monzén de Asconegui**,
M. Zawosnik** M. Zancheti**

COMPENDIO

Para determinar 1z influencia de 1a inoeuliackén con Azospi-
rillum en Interacclon con ta fertilizaclén nitrogenada sobre ¢l
cultivo de maiz, se realizd un ensaye de campo empleando tres
cepas bacterianas y los hibridos Dekalb 31F-22, Cargill R-157 y
Continental RF-88. Los pardmetros cvaluados fucron el readi-
miento y sus componentes, ia blomasa y ef contenido de protefna
enelgrano. Deellos, elfinicogue mostrédiferencias signilicativas,
para ta interaccion hibrido x cepa x fertilizacion, fue of compo-
nente del rendiimiento peso de 1000 semllias; ateanzando el
BPekalb 3F-22 y el Cargill R-157 los valores méximos con agrega-
do de N e lnocutados con cepas 10M y 59, respectivamente. Por
of contrarle, Continental RI-88 presentd ef pleo para peso de
1000 granos sin fertilizacidn y en Interaccién con la eepa ™M La
fijacidn del N al campo, estimada con base en fa actlvidad de re-
ducclon del neetileno y determinada en muestras tomadas en flo-
racién, fue significativamente mayer en los tratamicntos inocu-
indos, y superé a la del control en 91 % en las parcelas sin ferti-
fizar. Sin embargo, el efeclo més destacado de la Invealaclén se
ebtuve en ¢ desarrolle radical en un ensayo en muacetas; ohser-
vandose para ¢l hfbrido Dekalb 3F-22 incrementos en su super-
ficie radical del 100% con ks cepa TM y del 1505 conlacopa T0M.

Palubras clave:  Maiz, Azospirithwn. inoculicion, fenilizacion
nitrogenada. {ijacién de nitrdgeno

Azospirillum s un activo {ijador de N cn condicio-
nics de laboratorio microaeriferas. Por cllo, en general,
se alribuye como respuesta la inoculacion a la fijacion
biolégica de N atmoslérico (FBN); no obstante existen
opiniones dispares en esle sentido. Segin Von Bullow
y Dobereiner (23) y Rennic (21), la fijacion de Nen ¢l
cultivo de maiz desempefia un papel importante, perose
manifiesia en forma diferente de acuerdo con ¢l gend-
Lipo considerado. Asimismo, Doberciner y Baldani {7),
y Freitas et al. (9) observaron mayor rendimicnto y acu-
mulacién de N en ¢! grano al inocular maiz con cepas
obtenidas de raices esterilizadas de este cereal frente a
otras aisladas de suclo rizosférico.

Por otra parie, en plantas de irigo, Kapulnik et af.
(10) verificaron la existencia de un marcado clecto de
la inoculacion con Azospiritlum sobre ¢l largo, drea y
grado de ramificacidn radical, aspectos relacionados
con la produccién de sustancias hormonales, tales como
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auxinas, giberelinas y citoquininas (22). Esta estimula-
cién en el desarrollo radical podria implicar un conside-
rable incremento en ¢l potencial de absorcién de agua y
nutrimentos por parte de Ja planta.

Dobereiner (8) sefiala que Azospirillum reduce ac-
tivamente el NO,, facilitando, de esta manera, su asimi-
lacidn desde el suelo. Se supone que esta activa reduc-
¢ién de nitratos en las rafces de plantas inoculadas pue-
de atribuirse a la actividad de la enzima nitrato reduc-
tasa de la bacteria (3). Esto podria relacionarse con el
aumento de la eficiencia de los fertilizantes nitrogena-
dos en formas nitricas y amoniacales, que, en el caso de
maiz, puede oscilar alrededor de un 40% (). En este
sentido Millet y Feldman (14), Pacovsky et al, (18)
sugieren la posibilidad de combinar los efectos, aiin no
definidos, de la inoculacidn con Azospirillum y la pric-
tica de la fertilizacidn, pues han observado una mejor
respuesta a Ja inoculacidn cuando s¢ aplica un fertili-
zante nitrogenado en conrdiciones de campo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la inocuiacidn con Azospirillum spp. sobre varios atri-
butos de tres hibridos comerciales de maiz de amplia
difusién, en la zona maicera nicleo de Argentina. Para
ello se realizaron dos experimentos, unc de campo y
otro en macetas.

MATERIALES Y METODOS
Experimento de campo

En el campo experimental del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INT A)-Pergamino, Provin-
ciade Buenos Aires, Arg., se efectud el experimento de
campo. Ellote considerado pertenece a la seric Perga-
mino, con alteraciones debidas al uso intensivo del
suelo, durante 15 aflos de cultivo de maiz; el contenido
de nitratos al momento de la siembra fue de 65 partes
por millén.

El experimento tuvo un arreglo faciorial 3 x4 x 2,
donde las variables consideradas fueron tres bibridos de
maiz, cuatro tratamientos de inoculacién y dos niveles
de fenilizacidn nitrogenada. El disefio estadistico esco-

Cuadre 1. Precipltaclones durante el ciclo del cultivo.

gido fue de blogues completos alcatorios con cuatro
repeticiones.

I.os hibridos de maiz empleados fueron Dekalb 3F-
22,CargiliR-157 y Continental RF-88. (Para facilitar la
lectura del texto, se designan a los hibridos como:
Dekall, Cargill y Continental).

Los cuatro tratamicntos de inoculacidn correspon-
den a tres cepas de Azospirillum y un testigo sin inocu-
far, Las cepas utilizadas fucron las nativas 7TM y 10M,
identificadas como A brasilense, y la cepa 59 dec A
lipoferum proporcionada por el Centro Nacional de
Pesquisa em Biologia do Solo (CNPBS) de la Empresa
Brasilefiade Investigacion Agropecuaria (EMBRAPA},
Rio de Janeiro, Bra. Las cepas 7M y 10OM fucron
aisladas de raices esterilizvadas de cultivos de maiz
ubicados en la localidad bonacrense de Junin, segidn la
metodologia descrita por Okon et al. (16).

Los dos niveles de fertilizacidn nitrogenada consi-
derados fueron 0 kg vy 100 kg, como urea al voleo, 23
dias después de la siembra (21 de octubre de 1987).
Cada unidad experimental, de 21 m?, constaba de cuatro
hileras distanciadas a 0.70 m; la distancia entre plantas
fue de 0.26 m, representando una densidad de 52 (00
plantas por hectdrea.

La inoculacidn se realizd con la sicmbra, colocan-
do al costado de 1a semilla una dosis masiva de inocu-
lante preparado con base cn lurba estéril impregnada
con el correspondiente caldo bacteriano. Para oblener
¢l caldo bacteriano, cada cepa se cultivd por espacio de
36 h en malato liquido (16}, con 1 g 17 de cloruro de
amonio (NH,CD), a 30°C bajo agilacidn continua.

El contenido de humedad del inoculante fuc del
50% y la concentracion bacteriana fue de 4 x 107 ufc por
gramo de producto.

Entre {as labores culturales aplicadas se incluye
una escardillada y un aporque; el control de malczas se
realizé en forma manual.

En ¢l Cuadro 1 sc presenian los datos de precipita-
ciones a fo largo del ciclo del culiivo.

Set. Qo Nav. Dic Enero Feb Marzo Abril
Apua caida 129 1207 1295 926 713 632 82 2 539
Dias precipitacién 2 i0 9 12 8 16 18 7
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Elefectode la inoculacion fue estimado en funcidn
de la medida del rendimiento y de sus componentes, del
contenido proteico det grano y de la produccidn de
biomasa. Este ditimo pardmero fue evaluado en
floracion y después de 1a madurez fisioldgica.

Para calcular el rendimiento en grano se conaron
las espigas de la parcela cosechable de 10 m% vy se
estimé el ndmero de hileras por espiga, el de granos por
hilera y el peso de 1000 granos (P-1000), con base en
cuatroplantas de cada parcelatomadasal azar. También
se calculd el nimero de cspigas por planta,

El porcentaje de proleina del grano se estimé de
acuerdo con el contenido de N determinado por el
método microkjeldahl (15).

Labiomasa producida se estimé calculando ¢l peso
seco de cuatro plantas tomadas de una de las hileras
cenirales de cada parcela, secando el material vegeial
en estufa a 70°C hasta oblener un peso constante.

Con el fin de cvaluar la capacidad del método de
reduccion de acelileno para detectar diferencias en la
FBN encondicionesdecampo, se compard la produccidn
de etileno por planta y por hora de cuatro tratamientos
incluidos en el experimento. Estos tratamientos [ueron
del hibrido Dekalb sin inocular e inoculado con la cepa
7M™, con y sin aplicacin de fertilizante nitrogenado.
Para ello se emplearon cilindros metdlicos de 14.5 cm
de didmetro y 21 cm de altura. Los mismos {ueron
introducidos en ¢l suelo, a través de 1a planta en flora-
cidn; posteriormente se extrajeron con ayuda de una
pala. Las muestras asi obtenidas se humedecieron hasta
capacidad de campo. Transcurridos tres dias, se cortd
y s¢ descartd de las muestras la parte aérea; luego se
incubaron en inverniculo durante 24 h con 10% de gas
acetileno, calculado sobre un tercio del volumen del
cilindro vacio. Encada extremo del cilindro, se le adosd
en forma hermética una tapa metilica; de ellas,
la superior tenfa una vilvula que permitia la
inyeccidn del gas. Despuésde laincubacion, se

sembraron tres semillas del hibrido Dekalb, raledndose
a una planta por maceta después de Ia emergencia. Los
tratamientos considerados fueron las cepas nativas de
A brasilense TM y 10M que se utilizaron en el experi-
mento de campo, y un testigo constituido por una
mezcla de ambas cepas esterilizada por autoclave.,

Se empled un disefio estadistico aleatorio con siete
repeticiones por tratamiento, sometiéndose los
resultados al andlisis de variancia (ANVA).

Cada cepa fue multiplicada durante 24 hen las mis-
mas condiciones que las empleadas en la oblencidn de
los caldos bacterianos. La inoculacién se hizo con 5 ml
de suspensién bacleriana, que se depositaron en el
cuello de la pldntula en el momento del raleo. Periédi-
camenle se regd con agua destilada y solucién de
Hoagland y Arno, con 50% del N indicado para la
solucién completa en ¢l primer riego y con 3% en los
posicriores, para evitar grandes déficit que hicieran
peligrar el éxito del experimento (11).

I.as plantas crecieron al aire libre durante 45 dias.
Las mismas {ueron cosechadas cuando tenian acho ho-
jasemergidas. Lasraices sc lavaron con agua corriente
para climinar todo resto de vermiculita que pudiera
alterar la estimacicn de Ia superficie radical, signiendo
cl método gravimétrico de Carley y Watson (5).

RESULTADOS

El Cuadro 2 muestra los rendimicntos medios
obtenidos para cada uno de los tratamientos del ensayo
de campo. Puede observarse que las diferencias
significativas registradas (<5%) son atribuibles inica-
mente al gendtipo vegetal; y también que, contraria-
mente 2 o esperado, la aplicacidn de 100 kg N ha' ala
siembra no incrementd en forma estadisticamente sig-
nificativa el rendimiento en grano.

Cuadre 2. Rendimientos medlos en grano (kg ha).

Tratarsientos inoculados

determing la produccidn de etileno en un cro-

. . 7 i
matégrafo de gases Perkin Elmer 881. M oM 59 iestieo
Na Dekalb 6332 5997 6075 5865
fenilizados Cargill 6712 6 547 6765 6402
. {Okg » N/ha) Conlinental 7065 7025 6985 7062
Experimento en macetas
Dekalb 6132 6 100 5990 5935
N Fenitizados Cargill 6 765 6 680 6725 6335
Se utilizaron macetas de polictileno color (Q00kg»Nma)  Coalinental 6745 711 6175 6702

negro de 15 | de capacidad con vermiculita
esiéril como soporte. En cada una de elias se

Diferencia minima significativa {DMS) = 604
Coeficiente de vanacidén (CV) =T T%
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Fig. 1. Interacifn cepa-fentilizacién para et peso de 1000 semillasde
tres hibridos comerciales de maiz

En la Fig. 1 se observa el peso de 1000 semiilas,
tinico componente del rendimiento que mostrd diferen-
cias significativas entre tratamientos, no sélo a causa
del hibrido sino también como respuesta a la tnocula-
cién y a su interaccién con el factor “fertilizacion
nitrogenada”.

Para los tratamientos sin fertilizacion sélo la cepa
7M™ produjo respuestas destacadas respecto del testigo
para el P-1000, en el caso de Cargill y de Continental.

En relacion con las de parcelas fertilizadas con N,
la inoculacién incidié de modo diferente. El hibrido
Dekalb, que sin fertilizacién no respondid, produjo un
P-1000 significativamente mayor que e control corres-
pondiente al ser inoculado con la cepa 10M, en tanto
que el Cargill lo hizo con la cepa 59. Se hace notar la
marcada interaccién negativa que tuvo lugar en el hibri-
do Continental al ser fertilizado e inoculado con lacepa
™, lo que se tradujo en un P-1000 notoriamente infe-
rior al obtenido con la misma cepa, pero sin fertiliza-
cion.

Cuadro 3. Materia seca en floracién (kg ha ')

Independientemente de las interacciones especifi-
cas, se debe destacar 1a superioridad del hibrido Cargill
sobre los otros dos en relacidn al atributo que se analiza
(Fig. 1). También se puede visualizar que el peso de
1000 semillas respondid positivamente al agregado de
N en los tres hibridos empleados, de ellos el Cargill fue
el que demostrd tener mayor potencial de repuesta.

El Cuadro 3 muesira la biomasa producida en
floracién. El hecho mds notorio es la pronunciada
interaccitn negativaen los tres hibridos al inocular con
lacepa 7M en parcelas fertilizadas con N. Porotra parie
permite apreciar que la biomasa, a diferencia del ren-
dimiento en grano, si respondid positivamente al agre-
gado de N. Es notorio que, contrariamente a lo encon-
trado para otras variables, la biomasa en floracidn tuvo
poca influencia del gendtipo vegetal. La biomasa du-
rante la madurez fisioldgica no mostrd diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos.

En el Cuadro 4 se presentan, para los cuatro trata-
mientos escogidos, los nanomoles de etileno produci-
dos por planta y por hora de muestras de Dekalb
extraidas en [loraci6n por medio de cilindros metdlicos.
Se puede apreciar que el método de reduccién de aceti-
leno a etileno aplicado sobre esas muestras permitid
encontrar diferencias significativas en la FBN enire
tratamientos inoculados (en este caso con la cepa 7M)
y sus respectivos controles sin inocular.

Por titimo, en la Fig. 2 se muestran los valores
medios de dlcali consumido, en la estimacidn del 4rea
radical correspondiente al material vegetal cosechado
en el ensayo en macetas. Es ficil visualizar que la
inoculacién del hibrido Dekalb con organismos vivos
de las cepas nativas TM y 10M de A. brasilense tuvo un
destacado efecto favorable sobre el desarrollo del radi-
cal, con incrementos sobre el testigo del 100% y 150%,

Tratamientos inoculados Testigo
™ 10M 59
No Dekalb 548t a 5383a 5269 ab 5173 ab
Fenilizados Cargill 5538a 5508 a 5247 ab 5233 ab
{O kg » N/ha) Continental 5613z 54302 5274 ab 5203 ab
Dekalb 4798 b 567642 5269 ab 5676a
Fenilizados Cargill 4839 b 5669 a 3296 ab 5567a
{100 kg « Nfha) Continental 4823b 5698 a 5309 ab 5598a

Las medias con igual letra no difieren estadisticamente del 5% segin la prucha de vango midhiple de Duncan (12). Diferencia minima significativa

(DMS)= 522 Coeficienie de varacién (CV)= B 6%
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Dilarancia minima sianficativa (DMS) = 75 Coeliciente de variacién {CVY = 6.6%

Flg. 2 Consumode NaOH (ml) en la estimacian del 4rea radical del
hibrido Dekalb por el mélodo de Carlet y Watson.

respectivamente. La diferencia registrada entre los dos
tratamientos inoculados con bacterias vivas alcanzé
una magnitud estadistica importante, demostrando, de
ese modo, que el gendtipo bacteriano estd implicado cn
este mecanismo de respuesta a la inoculacién.

Cueadro 4. Produccién de etlieno a partir de acetilene para el
hibrido Dekalb (nanosoles, planta*, hora Y.

Testigo Inoculado
{cepa TM)
No 896¢c 6802
fenilizados 925¢ [71 84
{0 kg * N/ha) 89.2¢ 1785 a
Testipo inoculado
{cepa TM}
B96¢ 1068b
Fenilizados 837c 1099 b
(100 kg « N/he) 827¢c 1089b

Cadz valor es promedio de cuatro dalos correspondientes a cuatro
cilindros de muestm por parcela  Las medias con igual jetra no
dificren eswadisticamenie al 5% segtin la prueba de rango miliple de
Duncan Diferencia minima significativa (DMS)= 123
Coeficiente de variacion (CV)= 2 7%

DISCUSION

Sibien los resuitados expuestos corresponden a un
s6lo afio de experimento, es importante destacar que la
interaccién cepa-fertilizacién modificd, de manera
estadisticamente significativa, un componente del ren-
dimiento tan estable como el peso de 1000 semillas. No
obstante, es preciso sefialar que el tipo y magnitud de la
respuesta estuvieron marcadamente influenciadog por
el gendtipo vegetal.

La aplicacion de 100 kg N ha! en la sicmbra no
incrementd en forma significativa el rendimiento en
grano. Esto no era lo esperado considerando los aftos
agricolas previos, el tipo de cultivo antecesor y el nivel
del aporte nitrogenado, el cual representa un valor
promedio para la zona ¢n estudio. En tal sentido
Miguens et al. (13) observaron una respuesta positivaa
la fertilizacidn nitrogenada con niveles semcjantes de
nitratos a la siembra. Asimismo, Barrios et al. (2)
obtuvieron un incremento en ¢l rendimiento del grano
de maiz, que varid entre un 28% y un 30% scgun cl
hibrido y la cepa bacteriana empleados, trabajando en
condiciones experimeniales similares.

Es posible suponer que los aumentos en ¢l peso de
1000 semillas de ltos hibridos Cargill y Contincntal al
ser inoculados con fa cepa 7M y con la 10M, sin
aplicacidn de fertlizanic (Fig. 1}, cstén asociados a los
aumentos de biomasa registrados para los tralamienlos
inoculados con estas cepas (Cuadro 3) y que obedezcan
a una mejora cn ¢l N disponible para la planta via FBN.
I.a tasa de reduccion de acetileno medida para trata-
micntos inoculados con lacepa 7M (Cuadro4) demues-
tra que la FBN en el campo podria ser considerable,
sobre todo en ausencia de fertilizacién nitrogenada.
Ndtese que la respuesia a la inoculacidn no fue signifi-
cativa en rendimicnio, pero en el nivel de fa nitrogenasa
Ia sensibilidad de respuesta fue considerable

Sin embargo, ¢l haber alcanzado nolorios
incrementos cn cl peso de 1000 granos en parcelas
inoculadas y fertilizadas con N (Fig. 1), en las que la
bigmasa no aumentd sino que sulrid mermas (Cuadro
3), evidencia que la presencia de este microorganismo
puede desencadenar olros mecanismos de respucsta,
ademds de los ya sefialados. Los resultados del experi-
menlo en macetas demuestran gue el aumento de la
superlicie radical es uno de los efcctos asociades a la
interaccion Azospirillum-maiz (10) que, al igual que en
otras especics vegelales, fuc particularmente evidente
en la combinacidn Dckalb-cepa 10M (Fig 2} Es
importante destacar gue las cepas 10M y 59 produjeron
incrementos signilicativos en el peso de los 100 granos
de los hibridos Dekalb y Cargill, pero sélo en parcelas
fertilizadas (Fig. 1), lo que permiic plantear como
hipdtesis que en estas cepas la respuesta invelucrarfa un
mejor aprovechamiento del N presente en el suclo. Este
tipo de interaccidn ha sido documentada por diversos
autores (3, 14).

Los datos obtenidos en este trabajo permiten inferir
que al asociarse Azospirillim a las rajces de plantas de
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maiz, varios mecanismos de respuesta podtian desenca-
denarse. De un modo muy general puede afirmarse que
la fijacién de N atmosférico llevada a cabo por la bacte-
ria tiene lugar en un sistema radical mejor desarroilado,
probablemente como consecuencia de un mayor abaste-
cimniento de hormonas promotoras del crecimiento, y
capaz de asimilar ef N presente en el suelo de un modo
miéseficiente, Alin asi, nosiempre se encuentrarespuesta
a la inoculacidn en el rendimiento en grano, el cual es
el resultado de numerosos y complejos mecanismos
fisioldgicos condicionados por aspectos ambientales y
genéticos, El anslisis de aspectos tales como intensidad
de colonizacién y disitibucidn relativa de microorga-
nismos, mediante futuros experimentos que incluyan el
estudio detallado de los mecanismos de respuesta, su-
ministraria, quizds, elementos necesarios para inteniar
explicar la especificidad gendtipo vegetal-gendtipo
bacteriano encontrada en ¢l presente trabajo.

LITERATURA CITADA

1. ALBRECHT, SL; OKON, Y: LONQUIST, J; BURRIS, R H.
1981, Nitrogen fixation by com-Azespiriflum associations in
a 1emperate climate. Crop Science 21:301-306,

2. BARRIOS, S.Z.; POTENZA, A ; LOPEZ, M.V 1988, Respuesta
diferencial en zeacultivo de biofertilizantes diazotrofos ri-
zosféricos  Congreso Nacional de Maiz (4, Pergamino,
Arg ). Actas. 2:24-30

3. BOODEY,R M,;BALDANI, V.;BALDANI,1}; DOBEREINER,
I 1986 Effect of inoculation with Azospirillum spp. on
nitrogen accumulation by field grown wheat  Plant and Soil
95:109-121.

4, BODDEY, RM. 1987. Method for quantification of nitrogen
fixation associated with graminen Critical Reviews in Plant
Sc_:ie:nce.s 6(3):209-266.

5 CARLEY, HE:; WATSON, RD 1966 A ncw gravimetric
method for estimating root surface areas.  Soil Science
102:286-291.

6. DELWICHE, C. 1977 Nitrogen fertilization in com. Applicd
Environmental Microbiology 24:967-980

7. DOBEREINER, J; BALDANI, i1 1982 Bases cientificas para
una agricultura biol6gica Ciencia ¢ Cultura 34:369-881.

8. DOBEREINER,] 1985, Frontier research on nitrogen fixation in
cereats and other Gramineae. In Conference erganized by
Third World Academy of Sciences. Proceedings. Hamenade,
Hassan, Phaa (Eds ). Trieste, Italia.

9 FREITAS, I.L.M; DA ROCHA,R; PEREIRA, P A A DO-
BEREINER, . 1982 Materia orgénica c inoculagio com

Azospirillum spp. incorporagio de N pelo mitho. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 17:1423-1432

10. KAPULNIK, Y.; GAFNY,R ; OKON, Y. 1985 Effect of Azos-
pirillum spp inoculation on rool development and NO,
uptuke in wheat (Triticun aestivum cv. Miriam}in hydroponic
systems. Canadian Joumnal of Botany 63:627-634

11 LEDGARD, §,; SIMPSON, iR, FRENEY, J; BERGENSTN,
E. 1985 Ficld evaluaton of "N techniques for estimating
nitrogen fixation. Soil Bielogy and Biochemistey 17:317-
322

12 LITTLE, 1.; HILLS, F. 1983  Méiodos estadisticos para lu
investigacion ¢a agricultura. Méx |, Trillas. 270 p,

13 MIGUENS, M.; ROJAS, A, CASAS, G 1987 Produccidn do
maiz Convenio  AACREA-Cargiil Cuademo de
Acwalizacidn Técnics no 42 127 p.

14. MILLET, E; FELDMAN, M 1984  Yield response of a
common spring wheat cultivartoinoculation with Azespirillum
brasilense at various levels of nitrogen Fertilization Mant and
Soil B(:255-260

15 MITCHEL, 11T 1972 Microdetlermination of nitrogen in plant
tissugs Joumal Association of Agricultural Chemistry 55:1-
3

16. OKON, Y ; ALBRECIIT 5 L, BURRIS, R H 1977 Methods
for growing Spirillum lipoferwn and for counting it in pure
culture and in association with plants. Applicd Environmen-
tal Microhiolopy 33:85-88.

17 QKON, Y. 1982 Azospirilium: Physiological propenics mode
of association with roots and its applications for the beaefit of
cerel and lorage grass crops  Iseael Joumal Bolany 31:214-
0

18. PACOVSKY, R.S.; PAUL, E A BETHERLNFALVAY, BJ
1985 Nutrition of sorghum plant Fertilized with nitrogen or
inoculated with Azospirillun brasilense  Plant and Soil
85:145-148.

19 PATRIQUIN,D GG; DOBEREINER,J; JAIN, D K 1983 Sites
and sesponses of association between diazotrophs and grasses
Canadian Joumal of Microbiotogy 29(8):900-915.

20 RAL S A CAUR A G. 1982 Nitrogen fixation by Azaspirillum
spp. and effeet of Azespirillum lipaferum on yicld and N-
uplake of wheat crop. Plant and Soil 69:233-328.

21 RENNIE, RI 1980 'N-isotope dilution as a measurc of
dinitrogen fixation by Azospirilfwn brasilense associated
with matze Canadian Jounal Botany 58:21-24

22 TIEN, ¥ M: GASKINS, M H; HUBELL, DH 1979 Plam
growth substances produced by Azespirilfum brasilense and
their effect on the growth of peari millet (Penniselum
americanum 1.} Applicd Environmental Microbiolegy
37:1016-1024,

231 VON BULLOW, FW ; DOBEREINER 1975, Potential for
nitrogen fixation in maive genolypes in Brazil. Procecdings
of the National Academy of Scicnce 72:2389-2393



Variabilidad Espacial de un Suelo Bajo Vegetacién
de Prosopis sp.!

ABSTRACT

The reglonalized variable theory, formerly known as peos-
tatlstics, aliows to measurement of the spatial dependence of
different soll properties, so as to establish soil sampling patterns
and varibility maps. In order to measure the Influence of &
FProsopis sp. canopy onseil spatial variability, a Typic Ustifluvent
soll, sited in Chancanl (31°20°LS, 65°28'W), Cordoba, Arg., was
studied. A 15 m long and 1.5 m deep trench was dug under a
Prosapis tree ndjacent to an open area {(begining 0.8 m from the
trunk). Soll samples were taken frem the first three horlzons and
0.30 m horizontally apart, using s calibrated cylinder to take soil
cores for bulk density (BD) analysis. On these sites, disturboed
samples for pH and erganlc matter (OM) anaiysis were taken
alse. Autecorrelation and semivariance were calcsluted and
plotted, using the data series obtained. It was concluded that, in
the studied sofl and in the under/outside canopy sampling sites,
the solt propertics showed a highly random pattern, with very
low spatiat dependence: up to 2 m for OM and up to 0.60 m for
pH. BD did not show any significant spatial relations. Thus,
random sampling Is recommended, taking the minkmuam estima-
ted number of samples, using classical statistical methods.

Palabrag clave:  Geoestadistiea, muestreo de sueles, Prasopis,
teoria de fas variables regionalizaday

INTRODUCCION

ara los estudios detallados de suclo, con [ines
de investigacion o de produccidn, es necesario
el conocimiento de la variacion en el espacio
de las diversas propiedades del suelo. Las métodos
estadisticos cldsicos no permiten evaluar cémo varian
esas propiedades de acuerdo con su posicidn espacial
(4). Esa evaluacién se logra mediante el uso de fa
geocstadistica, basada en la teorfa de las variables re-
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COMPENDIO

La teorfa de Ias varlables replonalizadas, conoclda como
geoestadistica, permite medir )2 dependencia espacial de as
diferentes propledades edificas, pudiendo establecerse patrones
demuestreo y claborar mapas de variabilidad de suefo. A fin de
medly 1a influencia de la canopla de Prosopis sp. (algarrobo}
sebre 1s varfabilldad eddfica, se estudié un suelo Ustifluvent
tiplco, ublcado en Chancani (31°20' LS, 65°28'0), Cérdaba, Arg.
Se cavéuna celicata bajo 1a capa de un cjemplar de algarrobo de
15 m de profundldad, desde 6.80 m del tronce hasta un drea
abierta adyacente. Las muestras de suelo se tomaron de las tres
primeros horizentes, a una distancia herlzontal de 030 m entre
ellas y con uwn cllindro calibrade para evaluar 1z densidad apa-
rente (DA} De los misinos lugares se extrajeron muestras
disturbadas destinadas al andlisls de pH y materia orgdnicna
{MO). Con las series de datos obtenidas, so cafcularon y grafica-
ron da aufocerrelneldn y 1 semivariancia. Seconcluyé que en el
sucle estudiado, y en Ias  pesiciones de muestreo en la parte
Inferior y externa del drbol, 1as propledades anslzadas mostra.
ron un coimportamiento altamente alestoris, con dependencla
espacial sumamente baja: hasta 2 m para MO y mener gue 0.60
m pura pH. La DA no mostrd refacin espacial. Enconsecuencla
se concluyd que es convenlente tomar muestras al azar, con un
ndmere estimado de muestras, determinado segin Ia estadistica
cidsica.

gionalizadas, segun la cual una variable es “regionali-
zada” cuando posce dependencia espacial, es decir,
cuando tiene algin grado de autocorrelacion (7, 8).

El uso de la geoestadistica en el andlisis de la
estructura de Ia variabilidad de un suelo, puede ayndar
alacomprension e identificacién de los efectos espacia-
les inducides por los factores formadores del suelo,
duraniz los procesos de edafogénesis (7).

Ademis de la medida de autocorrelacién, el semi-
variograma s esencial cuando se desea aplicar 1a técni-
cade Kriging, que permite estimar la distribucidn en el
espacio de una determinada variable, y realizar extrapo-
laciones con validez estadistica (5).

La estimacién de la dependencia espacial requiere

un gran ndmero de muestras; por cllo es necesario
medir propiedades de facil andlisis que puedan inferir
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sobre otras variables asociadas (2). Los mismos autores
concluyen que la presencia de una significativa varian-
cia con estructura espacial, y los cambios sistematicos
en el valor de ciertas variables edaficas, indican que se
debe evitar el muestreo al azar.

Diversos autores sugicren rangos de relacidn espa-
cial sumamente dispares para algunas propiedades
edificas: asi, Trangmar ef al. (6) citan valores que van
desde 4 mhasta 320 m para caleular ¢l pH y de 6 mpara
la densidad aparente. Kachanoski et al (2) no encon-
traron autocorrelacion para densidad aparente del hori-
zonte a,, aunque si para ¢l espesor y masa del mismo.
En un Molisol desarrollado sobre sedimento glacial, se
hallé una relacién espacial del orden de 7 m para la
materia orgdnica (3).

El objetivo del trabajo fue evaluar en un suelo con
vegetacion natural de algarrobo (Prosopis sp) la
dependencia espacial de una propiedad quimico-biold-
gica, fisico-quimica y fisica: materia organica, pH en
CaClz y densidad aparcnie, respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

Suelo

Ustifluvent tipico, seric Los Pocitps I, ubicadoen
Chancani (32°20°L S, 65°28'W), Departamento Pocho,
Cérdoba, Arg. (1).
Muestreo

Sobre las caras laterales de una calicatade 12 mde
longitud, ubicada radialmente al tronco de un ejemplar
de Prosopis sp. (DAP=27 cm), se extrajeron muestras
de suclo con una distancia horizontal de 0.30 muna de
otra (Lag = 0.30 m} de los tres primeros horizontes (Al,
AC y Clca).
Andlisis quimicos y fisicos
~  Materia orgdnica: método de Walkley y Black.

- pH: en solucién de CaCl, 0.01 M (relacion suelo/
solucidn 1;2.5).

~  Densidad aparente: extraccion de muestras sin dis-
tarbar, con cilindro de Kopecki.

Analisis estadistico

Las series de datos para cada horizonte y variable
fueron transformados al eliminarlas tendencias existen-
tes, y utilizando el comando Trend del médulo series de
SYSTAT.

Sobre cada grupo de datos, separado por profun-
didad, se calcul6 el coeficiente de autocorrelacion (Rk),
segin la expresién:

N-k
Rik=So"« (IINK) - T {X{)-Xm] + [ X(itk) - Xm]
i1

Donde: So= Variancia de poblacidn.
X(i)= iésimo dato.
Xm= Media estimada.
N= Numero de datos.
K= Lag (desfasaje).

1.a semivariancia (Gk) fue calculada a partir de:

N
Gk = (N2« X [Xi- Xisk]?
1=1
GiKx)
Rango {a}
Umbral
So
Sz
Sa
LAG
LAG = Desfassjr 0 espaciamiento entre muestras.
G(k)=  Semivarianciaen LAG = k.
So= Varisncia total de la poblacidn.
Ss= Variancia estructural: parte de So explicada porla estruc-
tura de la seric de datos.
Sa= Variancia aleatoria o efecto " Nugget'': verancia debidaa

efectos de rango menor a la escala de medicibn.
Umbrat = Valor en que Ss se hace igual a So.
Rango = Espacio dentro def cuaj existe dependencia espacial.

Flg. 1 Semivariogramatedrico de modeloesférico y sus parfmetros
relevantes (6).
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Usando los coeficientes de autocorrelacion y las
semivariancias, se trazaron los correspondientes auto-
carrelogramas y semivariogramas, con el fin de evaluar
grificamente la estructura de Ia dependencia espacial.
En la Fig. 1 se presenta un modelo de semivariograma
esférico tedrico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se presentan los valores medios y
los estadisticos de dispersién de materia (MQO), pH en
CaCl, (pH) y densidad aparente (DA), medidos en los
tres horizontes de suelo estudiados: Al, ACy Clca. Se
observa que los datos de MO poseen la mayor variabili-
dad, sobre todo en la superficic. Las medidasde pH y
DA revelan una mayor homogeneidad en la poblacidn,
especiaimente en los horizontes AC y Clca. Sin em-
bargo es notable que el coeficiente de variacion de DA
muestre cierta independencia de la profundidad, posi-
blemente al cardcter aluvial del perfil.

Cuadro 1. Posiclén y disperslén de materla orgdnica, pH en
CaCl, y densidad aparcnte en {os horizontes AL, AC
y Clea. Muestras extraldas cada 30 cm, sabre una
transectaradlal a Ia copa de un clemplar de Prosopis

sp.

matesia orgéinica (%)

AL AC Clca
N 33 33 33
Minimo 1.10 1.10 1.10
Miximo 2.50 2.40 220
Media 1.68 1.59 164
Desviacién estindar 035 025 022
Coeficiente de var, (%) 20.83 1635 13.94
pH en CaCl,

AL AC Clea
N 33 33 33
Minimo 613 7120 117
Miximo 7.93 824 817
Media 726 806 793
BDesviacién estindar 047 019 0.10
Coeficiente de var (%) 647 243 122
Densidad aparente (g +cm )

AL AC Clea
N 32 32 32
Minimo 118 112 106
Méximo 1.40 139 125
Media 127 119 118
Desviacion estdndar 0.05 405 o063
Coeficiente de var, (%) 3.62 402 289

La interpretacion geoestadistica de los datos medi-
dos, para las tres variables analizadas, se detalla a con-
tinuacién:

Materia orgdnica
EnlaFig. 2a se presentz la distribucicn de los datos

de porcentaje de MO, segiin una transecta radial al irbol
de Prosopis sp. Scnota la exisiencia de una tendencia
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Fig. 2. a) Seric de datos de matenal orgdnica: b) autocorrelograma
y ¢} semivariograma, oblenidos a panir de 33 muestras de
suelo separadas 030 m entre si (L AG), para los horizontes
Al, AC y Clea {transecta radial a {a copa de un ejemplar de
Prasapis sp.}.
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gencral decreciente, hacia el exterior de la canopia en
los tres horizontes considerados. La variabilidad de las
serics de datos es elevada, aunque se atentda en AC y
Clea desde el limite de fa canopia.

Una vez eliminada la tendencia existente en los
datos, fue trazado el autocorrelograma (Fig. 2b) que
sciiala una dependencia espacial muy baja (menor a 1
Lag) para los horizontes Al y Clca. En AC, cf valor de
Lag es tres. Esto muestra un grado de dependencia
cspacial mucho menor quecl observado por Kachanoski
etal (2),aunque deben tenerseen cuenia lasdiferencias
en el malerial originario de ambos suelos,

En los tres horizontes, el autocorrelograma mucs-
tra cierto grado de comporlamiento oscilante, con una
amplitud equivalente a cinco Lag en Aly Clea, y a siete
Lag en AC,

En el secmivariograma (Fig. 2¢) se observa que
tanto en ¢l Al como en el Clea, la semivariancia (Gk)
alcanza la variancia poblacional (So) cn un rango de
cuatro Lag. En AC dicho valor alcanza nueve en un
Lag Esle comportamicnto repite ¢l mismo patrdn del
autocorrclograma, pera con valores que indican una
mayor dependencia cspacial

Ademas es posible notar que ¢l valor de variancia
Nugget o aleatoria, se duplica en ¢l Al, indicando que
en ¢l existen efectos de variacidn en una escala menor
que Ta usada para la medicidn, También se detectan
efectos periddicos provocados, sin duda, por otros fac-
tores gue introducen “ruidos” en fa medicidn de materia
orgdnica.

pH en CaCl 001 M

Las mediciones de pH mostraron patrones de com-
portamientoclaramente dilerenciados encada horizonie
{Fig. 3a). En Al se notd una gran variabilidad bajo la
copadeldrbol y, fueradeella, los valores se estabilizaron
con una tendencia general creciente. Una vez eliminada
ta misma, y graficado ol awtocorrelograma (Fig. 3b), se
observd que noexistianinguna estructuraen lavariacion
medida. En el semivariograma (Fig. 3¢), donde la va-
riancia aleatoria s¢ confundia con So y marcaba la
ausencia de variancia estructural, sc destacé lo aleatorio
de la distribucidn de los valores de pH. El semivario-
grama mosiré un comportamiento oscilanie, con un
patran que sugeria ta presencia de tres factoresactuando
con distinto rango de variacion.
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Fig. 3. a)Seric de datos de pH en CaCl; b) sutocorrelograma y c)
semivariograma, oblenides a partir de 33 muestras de suclo
separadas 0 30 m entre sf (Lag), para los horizontes Al, AC
y Clea {transecta radial a la copa de un ejemplar de Prosopis

sp.)

El pH del horizonte AC parte de una estimacién
ligeramente superiora 7, pero se estabiliza alrededor de
pH 8 (Fig, 3a), en un Lag sicte. En Clea, en cambio, el
valor de la variable a lo largo de toda la seric es
constante. El autocorrelograma de ambos horizontes
muestra una lgera dependencia espacial, pero no se
extiende mds alld de un Lag dos (Fig. 3b).
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En la Fig. 3c se percibe que el semivariograma es
practicamenie plano sin variancia asociada a la estruc-
tura de los datos. No aparece, en este caso, ¢l patrdn
ciclico observado en el Al

Densidad aparente

Las medidas de densidad aparente (Fig.da) indican
una importante dispersion de los datos bajo la canopia
y disminuyen en ¢l rea externa de ella. Dicha variabi-
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Fig. 4 a)Scric de datos de densidad aparentc; b) amtocorrelograma
y ¢) semivariograma, oblenidos a partir de 33 muesiras de
sucio separadas 0.30m entre si (Lag), para Jos horizontes Al,
AC y Clea {transecta radial a Ta copa de un ejemplar de
Frosopis sp}

lidad es maxima en Al y apreciablemente menoren AC
y Clea.

Tanto el autocorrelograma (Fig. 4b) como el semi-
variograma (Fig. 4c) indican una total falta de estructu-
raen la distribucidn de esia variabie en el espacio. Este
hecho fue deteclade por Kachanoski et al. (3}, pero
contrasta con lo citado por Trangmar et al. (6).

CONCLUSIONES

En el suelo estudiado, v en las condiciones de
muestreo en posiciones bajo y fuera del drbod, 1as va-
rigbles materiaorgdnica, pH y densidad aparente poseen
un comportamiento altamente estocastico.

En consecuencia, ladependencia espacial es suma-
mente baja: noexcede los 2 m en materia orginica; Hega
a0.60 m enel pH de los horizontes subsuperficiales; es
totalmente inexistente en el pH superficial y en la
densidad aparente de los tres primeros horizontes del
perfil.

En ¢l sueto analizado, y en situacidn de estudio
bajo y fuera del arbol, ¢l muestreo para Ia evatuacién de
materia orgdnica y del subsuperficial debe ser dirigido
o sistematico, siempre y cuando la distancia horizontal
no supere 2 m 6 0.60 m, respectivamente; en caso
contrario debe recwrirse a la toma de muestras al azar,
en un ndmero minimo estimado segln la estadistica
cldsica.

Para ¢l estudio de pH superflicial y densidad apa-
rerde, es también conveniente ¢l empleo de muestrag
extraidas al azar
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Viabilidade das Sementes
de Tibouchina urvilleana (DC) Cogn. (Melastomataceae)!

ABSTRACT

Tibouchina urvilleana is an ernzmental native shrub know
as “princess flower™ with violet flowers blouming over a loag
period of time, cultivated in Brazilian gardens and asa potplant
in Europe. This study was conducted at Federad University of Rio
Grande do Sul, in Porto Alegre/RS/Brazil, and almed at determi-
ning seed viability. Seeds collected on March' 10, 1988, were
tesied monthly, over an 18 month perlod, in Petri dishes with
filter paper and distilied water. Sceds were kept in germinators
at 26 (£1)°C and a 12 hour photoperiod. Results showed a high
seed germination (92% to 95%) during the 18-month period.
Hawever, sverage germination time (t } increased form 5.7 at the
beginning to 7.1 days by the end of the experiment.

Key words: Germination. secds, Tibouching, omamental plants,
viability

INTRODUCAO

presente trabalho integra uma linha de
pesquisa desenvolvida na  Universidade
Federal do Rio Grande do Sul/Brasil, sobre
o cullivo de espécics nativas com valor ornamental.

Dentro deste contexto, Tibouchina urvilleana esti
sendo estudada quanto & germinagiio vegetativa e tratos
culiurais.

A familia Melastomataceae contribui para a flora
ornamental com um grande nimero de espécies de
virios géneros. O género Tibouchina se destaca, apre-
sentando espécies arbodreas, arbustivas e também
herbdceas. Na Europa, T. urvilleana ¢ espécie apre-
ciada para uso em lerragos ou jardins de inverno,
geralmente plantada em vasos (3, 4). No Rio Grande do

I Recehido para publicagiio em 22 aveil de 1991,

Trabalho extraido da dissertagio de Mestrado da primeira autora
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Departaments de Homicoliura e Silvicuhura, Faculdade de

Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Suf. Av

Bento Gongalves, 7712 - 91500 - Porto Alegre/RS/Bra

**  Departamento de Botdnicaf/UFRGS; Av Paulo Gama, anexo 12/
105 - 90049 - Porto Alegre/RS/Bra

Kl Kraemer*, AN Kdmpf* M L Alves Aquila**

RESUMO

Tibouchina urvilleana ¢ um arbusto ornamental nativo cuja
fleracio rexa dura um lungo perfedo, sendo cultivado no Brasit
para use em jardins ou como planta de vaso, na Eurapa. Com o
objetivo de conhecer a viabilidade de suas sementes, fol realizado
um experimento unifatoriaf, conduzido na Universidade Federal
do Rlo Grande do Sul, em Porto Alegre/RS/Brasil. De um lote
ealbido em 16/03/88 e armazenade em condicdes ambientals, as
sementes foram testadas mensalmente em germinador, coloca-
das em placas de Petrl, com papel filtro ¢ dpua destilada. Foi
mantida temperatura constante de 26 (£1)°Ce fotoperiode de §2
haras. A germinabilidade das sementes manteve-se allz (92% a
95%) durante o perivdo ohservade. Entretanto, o tempo médio
de germinagiio aumentou de 8.7 para 7.1 dins.

Palavras-chave: Gerninagio, sementes. Tibonchina., flora
omamenial, viabilidade

Sul, T. urvilleana ¢ um arbusto encontrado nativo ou
cultivado em jardins; atinge 3 m de altura; éconhecido
popularmenie como“orctha-de-onga” ou**quarcsmeira”
Suas fothas sio ovais ¢ aveludadas ¢ as flores roxas
estdo presenies de dezembroa julho (9). Calcula-se que
em um quilograma cncontiem-se cerca de 43.5 milhes
de sementes.

Num primeiro experimento, testou-se a germi-
nagdo das semenics sob rés temperaturas (10°C, 20°C
¢ 30°C), na presenca e na auséncia de tuz (5). A
germinagio ocorreu somente na presenca de luz, a20°C
ea 30°C (91.5% ¢ 95%, n s.). Houve diferenga signifi-
cativa enlre o tempo médio de germinagio a 20°C (5.8
dias) ¢ a 30°C (4.5 dias). Com base nesies dados, cste
estudo foi organizado como o objelivo de determinar a
longevidade das sementes de I urvilleana para uso cm
viveiros comerciais.

Entende-se como longevidade o periodo de tempo
gueuma semente se mantém vidvel quando armazenada
sob condigGes ideais. Viabilidade ¢ a capacidade da
semente germinar, que varia em {ungiio de caracteristi-
cas genclicas, do vigor fisioldgica da planta progeni-
tora, das condigdes climdticas predominantes durante a
maturagiio e das condigBes ambicntais que acompan-
ham a semente duranic a estacagem (2) O periodo de
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viabilidade pode variar desde alguns dias, como as
sementes de uma espéeie de bordo, Acer saccharinum,
em condigdes naturais (Jones, citado por (6)), até mil-
hares de anos, como as sementes de Lupinus arcticus
Wats (8).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nos L.aboratdrios de Fito-
patologia (Faculdade de Agronomia) e de Fisiologia
Vegetal (Departamento de Botinica) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, de abril/1988 a outubro/
1989, A selegdio e a pesagem das sementes foram
realizadas no Laboratdrio de Tecnologia de Sementes
do Institato de Pesquisas Agrondmicas (IPAGRO) da
Secretaria da Agricultura do Estado do Rio Grande do
Sul. A determinagio do grau de umidade das sementes
foi feita no Laboratério de Solos da Faculdade de
Agronomia/UFRGS.

Frutos maduros de duas plantas de um mesmo
clone da colegio da Faculdade de Agronomia foram
coletados em 10/03/88 e acondicionados em sacos de
papel. As cdpsulas foram secas ao ar e as semenics
peneiradas, utilizando-se para o estudo aquelas retidas
entre as malhas 0,50 ¢ 0.25 mm, as quais foram ar-
mazenadas em frascos de vidro, em condigdes ambien-
tais. O grau de umidade das sementes foi determinado
pelo método de estufa a 105 & 3)°C, durante 24 h, de
acordo como as Regras para Andlise de Sementes (1).
Com 7% de umidade, mil sementes pesaram 0.023 g,

Para germinagfo, as sementes foram colocadas em
placas de Petri de 6 cm de didmetro, forradas com papel
filtro umedecido com dgua destilada, em germinadores
com fotoperiodo de 12 h (4 1ampadas fluorescentes Luz
do Dia Plus/Sylvania - 20 W) ¢ temperatura constante
de 26 (= 1)'C.

O experimento foi disposto em delineamento com-
pletamente casualizado, com 8 repetigdes, 50 sementes
por parcela (400 sementes por ratamento), totalizando
7200 sementes. Cada placa de Petri conslituiu uma
parcela. Os 18 tratamentos corresponderam aos periodos
de armazenamento das sementes, iniciando-se aos dois
meses e concluindo-se aos 19 meses. Foram avaliados
0$ seguintes pardmetros; a) germinabilidade: percen-
tagem (otal de germinaco: b} tempo médio de germi-
nagdo { t): calculado de acordo com Labouriau (6), pela
férmuia:

T=Zn/Zn,
onde:
n, = nimero de semenies germinadas em L)
= intcrvalo de tempo decorride entre cada obser-

vacao.

A partir da semeadura, foram feitas conlagens
didrias das plantulas emergentes por placa, durante 12
dias, para cada tratamento. Considerou-se germinadaa
semenle cujas folhas cotiledonares estivessem apare-
cende por baixo do egumento (Fig. 1g), de acordo
como o critério agrondmico de germinagio. Assemen-
tes germinadas foram retiradas. Este procedimento foi
repetido mensalmente,

Os resultados obtidos foram submetidos & andlisc
de varidncia, a significancia das diferengas entre as
médias foi determinada pelo teste de Tukey (P<5%) e
o erro cxperimental foi avaliado pelo coeficiente de
variagiio (CV) ¢ pela diferenga minimo significativa
relativa (DMSr). Calcula-sea DMSr de acordo com
Lange (7Y, pela {drmula:

DMSr = (DMS/X) x 100
onde:

DMS = diferenga minima significativa pelo teste
T (P<5%);
K= média dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem total de germinagio manieve-se
alta durante os 18 meses do experimento, variando de
92% ¢ 95%, sem diferenga significativa (Quadro 1)
Apcsar desta resposta homogénea, observa-se aumento
progressivo no tempo médio de germinagio. Quanto a
esle aspecto, identificam-sc i85 grupos catre 08 trata-
mentos: primeiramente, 0 grupo que Eerminou mais
rapido (5.3 a5 8dias), abrangendo os ratamentos 1 a §,
exceto 3; o grupo intermedidrio (6.2 a 6.8 dias) nos
tratamentos 9a 13 e, por dltimo, 0 grupo de germinagfio
mais lenta (7.0 a 7.3 dias), nos tratamertos 14 a 18
{Quadro 1). Oaumento no tempo médio de germinagio
alcangou 25%, iniciandoemiomo de 5.7 dias (médiado
29 a0 9* mas apds a coleta), chegande a 7.1 dias (média
do 159 a0 19° més)
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Flg. 1. Fasesdagerminagiode I urvilleana; a b} semente embebida; ¢,d ) emerpéncia da radicula; §) formagio do gancho hipocotilar; g) surgimento
das folhas cotiledonares; h,i) plintulas em desenvelvimento
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Quadro 1. Viabliidade das sementes de T. urvilleana ao lengo
de 18 meses: Germinagio total e tempo médio de
germinagiio sob condigdes controladas (26°C, 12/12
h luz); médias de 8 repetigbes, n = 400,

Tratamento Meses apsa  Gemninagio  Tempo médio de

n% coleta total (%) germinagio {dias)
1 2 92.75 ns* 5.82a
2 3 9375 578a
3 4 9425 6.29b
4 5 94.00 549a
5 6 92.00 581la
3 7 91.50 555a
7 8 93 .50 557a
8 9 9475 56t a
9 10 94,50 6.44 bed
10 i1 91.50 642 be
11 12 93.00 618b
12 13 9375 6.67 cd
13 14 9475 6.17 de
i4 15 93,75 T29¢
15 16 94.00 TO8ef
i6 17 93.25 T02ef
i7 18 93.00 7.05ef
18 19 93.75 7131
cv 31.60 303
DMSr (%) 3.57 300

*ns = niio significativo; médias seguidas pela mesma letrm ndo
diferern entre si pelo teste de Tukey (P<5%)

Em termos de produgio comercial, entretanto, tais
diferengas ndo sdo considerdveis e os dados atestam a
alta viabilidade das sementes de T. urvilleana até, no
minimo, 19 meses apds coletadas.

O watamento 3 (quatro meses apds a coleta) apre-
sentou tempo médio de germinagfo mais longo do que
o esperado, tomando-se por base os tralamentos mais
préximos. Essa alteragdo € provavelmente decorréncia
de uma fakha técnica na manulengo da temperatura no
ambiente do experimentb, por falta de energia elétrica
no laboratério. Neste tratamento foi observado, dife-
rentemente dos demais, que a radicula das sementes
germinadas apresentava coloraglo rosada.

CONCLUSOES

— Assementes de T, urvilleana apresentam alla via-
bilidade, comprovada até 19 meses apds a coleta

— Pelas caracteristicas positivas, esla espécic apre-
senta potencial para produgiio comercial da planta
¢ das sementes.
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Biochemical Markers of Variety in Cocos nucifera L. from Yucatan'

ABSTRACT

Isozyme and protein patterns were studied In local varicties
of Cocas nucifera from Yucatan. Two acld phoesphatases, two
esterases, ene malate dehydrogenase, and one alcehol dehydro-
genase, were detected in extracts from inflorescences by isoelee-
trofocusing, and observed to be moenomorphic for the four
varicties tested: Atlantic Tall, and Maluyan Green, Red, and
Yeliow Dwarves. Five acid phosphitases, three esterases, four
malate dehydropenases and four alcohol dehydropenases were
also found to be monomorphic for all four varieties in leaf tissue.
Peroxidase isozyme patterns from both types of extracts were
varisble among the varieties, but this was due to unknown
factors other than the genotype varicty. However, analysisof the
coconut endosperm of the dwarf varicties consistently reveaied a
pueroxidaseof pl ~ 4, and a silver-stained protein band of thesame
pl. Both of these were greatly diminished in the tall varfety.
Finally, sedium dedecy! sulfate-potyacrilamide gel clectropho-
resis revealed two polypeptides of Mrs ~ 18 000 and 38 000 that
were present in the three dwarf varicties, but greatly diminished
in the tall variety. ‘These results indicate that, although the dwarf
and the tall varteties of coconut are closely related, there are
slight differences that permit a cfear biochemical distinction
between the Malayan Dwarves and the Atiantic Tall trees,

Key words: Coconut, lethal yellowing, protein markers,
Isozymes, endosperm.

INTRODUCTION

ocos nucifera is a crop with a world-wide
distribution that predominales in the tro-
pics. The modern pattern of distribution
of the dilferent varictics is duc 10 the movement of the
sceds from their center of origin to Africa and the
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B Canto-Canché*, L Quintal-Salazar*, M A Villanueva **

COMPENDPIO

Se anslizaron patrones de protefnas o iseenzimas en varie-
dades locales de Cocos nucifera de Yucatin, Se detectaron dos
fosfatasas &cidas, dos esterasas, una malato y vaa atcohol dehi-
drogenasa, en extractos de infloresconcias dospués dol isoelectro-
enfuque. Estas actividades fucron monumdérticas en las varieda-
des estediadas: Alto def Atlintico y enanos malayes Verde, Rojo
y Amarille. En o tefido proveniente de hojas, cince fosfatusas
Acldas, tres esterasas, ceatro malatos y cuatro alcoholes dehidro-
genasas fueron tambifn monomdarfices para tedas fas varieda-
des. Las pufrones de peroxidasas, en ambos tipos de extracto,
fueron variables entre variedades, pero dehido o factores dife.
rentes del pendtipo. Contrariamente, cf andlisis del endospermo
delas tres variedades enanas mostro conskstentemente una pero-
xidasa de pl ~ 4 y una profefna detectada con tincidn de plats con
idéntica movilidad. Ambas fueron muy débilmente detectables
en [a varledad Alto del Atldntico. Finalmente, una electroforesis
disociante en geles de polincrilamida muostrd dos polipéptides de
Mr ~18606 y 38 600 queestuvieron presenfes en fastres variedades
cnanas pere disminvidas en Alto def Atiintico . Estos resultados
indican yue, aungue &5ta como las enanas estin fntimamente
relacionadas, existon diferenclay bioguimicas que permilen una
clara distincién desde ese punto de vista entre elas,

American continent (6, 11) by the Spanish, Portuguese
and Chinese (7, 14). Mexico has a rich source of germ
plasm variation thal siill remains 1o be defined, and
cfforts have already been started (19). Classification of
existing germ plasm in Mexico has been carried out
through the measurement of physiological paramelers
(i.c., fruit form, husk/meal ratio, ctc ). These methods
would be greatly compiemented il biochemical mar-
kers for the varietics were available to aid in the csta-
blishment of germ plasm identitics and interrclation-
ships. This characierization is even more important in
view of the spread of lethal yellowing (1Y) discase in
Mexico (4) (rom the Caribbean coast. In Jamaica, LY
affected coconutvaricties dilferentially; Malayan Dwarf
showed almost 100% resistance {Zizumbo Villarreal,
pers. comm.}, Panama Tall close to 50% (20), and
Jamaica or Atlantic Tall almost no resistance (20) With
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these data, one could predic the impact of the disease on
a plantation if the origin and identity of the materials
were clearly cstablished.

It is shown here that, atthough the Dwarf and Tall
varicties are closely interrelated in Yucatan, one can
distinguish the Malayan Dwarl varicties from the
Atlantic Tatl variety through the biochemical analysis
of proicin and isozyme patierns.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

All dwarl varicties were collected from commer-
cial plantations located in San Crisanto, Yucatan. The
tall varicty was collected from different plantations
along the coast of Yucatan where LY symptoms were
absent (4). The internal rachillac from the oldest
unopened inflorescences and basal pinnag from basal
lcaves were used for the analysis. In addition, mature
fruits were collected from all varicties following the
criteria described by Harrics (6), and from which the
solid endosperm was used for the analyses.

Tissue extractions

Two tissue cxiraction were employed. Nondena-
turing exiractions methods were carried out by grinding
1 goftissucin 1 miof 10% (v/v) glycerol, 1 mM sodium
ascorbate, 3 mM l-cysteine, 10 mM Tris-HCL, pH 6 .0,
in a mortar and pestle at 4°C. The homogenales were
centrifuged at 14 000 x g, for 5 min at 4°C and the su-
pernatants stored at -70°C until analyzed. Denaturing
extractions were performed by a modification of the
procedure of Wu and Wang (18). One gram of tissue
was frozen with liquid nitrogen and ground in a mortar
and pestie 1o a fine powder. The powder was added (o
10 vol of 10% (v/v) wichloreacetic acid (TCA) and
incubated 30 min in darkness.  After incubation, the
slurry was filtered through two layers of cheese-cloth
and the flowthrough was centrifuged at 27 000 x g, for
15 min al 4°C. The pellet was washed three times by
resuspension in 1:1 ethanol-cther and recentrifuged at
27000 x g. Proteins in the pellet were resolubilized in
1% (w/v) sodium dedecy! sulfate (SDS), 1.5 mM B-
mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 10 mM Tris-HCY,
pH 6.8, and the 27 000 x g supernatant collected for
further analysis.

Protein determination

The protein content in the extracts was determined
by the method of Markwell et al. {9), which is designed
1o detect the presence of SDS in the samples.

Isoelectrofocusing-polyacrylamide
gel electrophoresis

Isoelectrofocusing-polyacrylamide gelelectropho-
resis (IEF- PAGE) was carried out by blotting the
nondenatured extracts on to 5 x 10 mm squares of
Whatman paper and placing them on LKB isoelectrofa-
cusing polyacrylamide gels (LKB Bromma) with am-
pholytes with a pH range of 3.5 10 9.5. The gels were
run at 400 v, 25 mA, for 2 h 30 minutes. Enzyme
activities were detected on the gels as follows: estera-
ses, acording to Shaw and Prasad (12); acid phosphata-
ses, Scandalios (13); peroxidases, Villanueva and
Malek—Hedayat(15); malate (MDH) and alcohol (ADH)
dehydrogenases, Brown, Zohary, and Nevo (3); and
phasphoglucoisomerases (PGI), Valiejos (16).

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis

Samples for sodium dodecyl sulfate-polyacryla-
mide gel electrophaoresis (SDS-PAGE) were adjusted
10 2.3% (wfv) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoethanol, 10%
{v/v) glycerol, 10 mM Tris-HCI, pH 6.8, and boiled for
5 minutes. The samples were run on 15% polyacrilami-
de gels according to Laemmli (8). The proteins were
stained with 0.1% {w/v) Brilliant Coomassie Blue in
5:5:2 water- methanal-acetic acid (10}, or with ammo-
niacal silver (17},

RESULTS

Although minor bands sometimes appeared in the
gel patterns, our assessment of differences among the
varieties were focused on major, reproducible bands,

The pattern of the four enzyme activities in inflo-
rescence extracts analyzed by IEF-PAGE was identical
for all four varieties studied. The acid phosphatase
ispzymes consistently showed two bands with enzyma-
tic activity in all four varicties studied (Table 1), al-
though one band of pl-4 showed inconsistendy in
either the Malayan Green or the Malayan Red Dwarf
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varieties (data not shown). The esterase isozymes also
showed an identical pattern of two bands in all four
varicties analyzed (Table 1), but only one ADH and one
MDH with identical pls were detected (Table 1). The
activity of peroxidase isozymes was also sludied in the
same extracts, but the patterns were very dilferent in
each of five experiments (data not shown), suggesting
that, rather than polymorphism due to variety, external
factors influenced the expression of these enzyme acli-
viues,

Table 1. Isoelectric points of acld phosphatases, esterases, MDH
and ADH from laflorescence extracts of different va-
rieties of Cocos nucifera from Yueatan.

acid
phosphatase  esterases MDH  ADH

Matayan Yellow Dwarf 66 69 6,69 69 69
Malayan Green Dwarf 66,69 6,69 69 69
Malayan Red Dwarf 66,69 6,69 69 69

Atlantic Tall 66,69 6,69 69 69

The same enzyme activitics were analyzed in
extracts of pinnac from leaves. Although the number of
major bands varied in some cases compared to the ones
detected in inflorescence extracts, the patterns of MDH,
ADH, esterases and acid phosphatases were identical in
all four varieties analyzed (Table 2). Five acid phos-
phatase bands were observed in all four varieties (Table
2). Contrary to the inflorescence extract patterns, three
esterase bands consistently observed in the leaf extracts
of the four varieties analyzed (Table 2). Finatly, four
bands with ADH and MDH activitics with identical pls
were detected in all four varicties (Table 2). The
proteins with peroxidase activity in these extracts were
also irreproducible in all four varietics tested.

Table 2. soclectric points of acid phosphatascs, esterases, MDH
and ADH from leaf extracts of difTerent varieties of
Cocos nueifera from Yucatan

acid
phosphatase esterases  MDH  ADH

Malayan Dwarves 26,66, 6871, 29,69 308,67
All varictics 76,73, 74 73,75 72,75
{Yellow, Green, Red) 75

Addantic Tall 26,66 6871 2969 310,67
70,73 74 13,75 72,715
75

Due to the high degree of monomorphism found
with the enzyme activities tested in inflorescence and
leaf extracts, and the high variation that the peroxidase
activities displayed, analysis was focused on fruit en-
dosperm, since it is the organ with the most coastant
physiclogical stage at maturity. Mature fruits of all four
varieties were analyzed and selected according to the
criteria described by Harries (6). The extracts from the
endosperm were extracted under nondenaturing
conditions and analyzed by IEF-PAGE. The resulting
gels were incubated in substrates to detect PGl and
peroxidase activities. The pattern obtained for the PGI
activities was identical [or all four varietics analyzed

(Fig. 1).

Fig. 1. Isozyme pattern of phosphogluco-isomerase activities from
mature solid endosperm from Cocas nucifera after isoeiectric
focusing on polyserylamide gels  The lanes correspond to
extracts from the varicties: 1, Atlantic Tall; 2, Malayan Red
Dwarf; 3, Malayan Green Ddwarf; and 4, Malayan Yellow
Dwarf ‘The symbols represent the acidic (+), and basic ()
ends of the gel
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However, the peroxidase activity patiem showed a
band with a pl-4 that was present only in the three
Malayan Dwarf extracts (Fig. 2, lanes 1-3), and com-
pletely absent in the Tall variety (Fig. 2, lane 4). This
pattern was consistent in five independent experiments.
In a parallel analysis, IEF-PAGE gels were stained with
ammoniacal silver to detect tolal protein. A protein
band of pi-4 that was present in all three Malayan
Dwarf varietics was again observed (Fig, 3, lanes 1-3),
but absent in the Tall varicty (Fig. 3, lane 4), 1t is
important 1o note that ali three Malayan Dwarf varictics
had identical paterns in all the analyses.

Fig. 2. Isozyme pattern of peroxidase activilics from mature solid
endosperm {rom Cocos aucifera afler isoelectric focusing on
polyacrylamide gels. The lanes correspond to extracts {rom
the varieties: 1, Adantic Tall; 2, Malayan Red Dwarf; 3,
Malayan Green Dwarf; and 4, Malayan Yellow Dwarf, The
arow indicaies the position of glectrofocusing of a protein of
pl—4 0 The symbols represent the acidic (+), and basic ()
ends of the gel

In addition to the analysis carried out by IEF-
PAGE, differences at the level of total protein on SDS-
PAGE gels were studied. The proteins were run and
stained with Coomassic Blue. The analysis showed
consistency in the protein patterns of the Malayan
Dwarf varieties; however, all three varieties consisten-
tly showed two polypeptides of Mrs ~18 000 and 38 000
(Fig. 4, lanes 2-4) that were almost not able to be
detected in the Tall variety (Fig. 4, lane 1}.

Fig. 3. Total protein pattern {rom mature solid endosperm from
Cocas nucifera afier isoclectric focusing on polyacrylami-
de gels, and subsequent silver staining. The lanes corres-
pond to extracts from the varieties: 1, Malayan Yellow
Dwarf; 2, Malayan Green Dwarf; 3, Malayan Red Dwarf;
and 4, Atlantic Tall. The arrow indicates the position of
electrofocusing of a protein of pl-4.0. The symbols repre-
sent the acidic {+), and basic (-} ends of the gel
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Fig. 4. Totl protein pattem from mature solid endosperm from
Cocosnucifera after sodivm dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis, and subsequent coomassie bluc stain-
ing. The lanes correspond to extracts from the varieties: 1,
Atantic Tall; 2, Malayan Red Dwarf; 3, Malayan Yellow
Dwarf; and 4, Malayan Green Dwarf 'The arrows on the
right indicate, from top 1o bottom, the molecular weight
markers: carbonic anhydrase, 29 000; cytochrome ¢, 13
000 The arrows on the lefl indicate, from top 1o botom,
proteins with a relative mobility of 38 000, and 18 000

Resuits demonstrate aclose interrelationship among
all four varieties of coconut, especially among the Ma-
layan Dwarf varietics. However, slight differences in
the protein expressionallow the researchertodistinguish
between a Malayan Dwarf and an Atantic Tall tree.

DISCUSSION

Among the varieties of Cocos nucifera in Yucatan,
the Malayan Dwarf and the Adtantic Tall varictics
predominate, In addition to the phenotype, biochemi-
cal criteria for the assessment of the particular variety
are necessary. Further, a catalog of biochemical mark-
ers can be most helpful in the establishment of a taxon-
omical system that will allow the classification of all
existing germ plasm in Mexico.

In this study, the existence of such biochemical
markers of variely in the coconut trees that predominate
in the coast of Yucatan were sought. Two types of
analyses were carried out: one Lo determine isozyme
patterns in the four varieties mentioned, in order to
observe differences in the expression of these proteins;
the other, to ook for differences at the level of total
proteins, both under nondenaturing and denaturing
conditions.

Analysis of isoenzyme patterns in both inflores-
cence and Jeaf extracts showed that in all four varicties
of coconut the expression of these proteins is well
conserved, indicating a close evolutionary interrcla-
tionship, The acid phosphatases and the esterases
showed a similar pattern in the extracts from inflores-
cences, suggesting that they may be cquivaleatenzyme
activitics, asesterases have a broad substrate specificity
(13). On the other hand, the ADH and MDH identical
isozyme patterns may be distinct proteins, unless they
are the result of general dehydrogenase activitics with
a broad substrate specificity. The peroxidase activitics
seemed to show a high degree of polymerphism at firsy,
but subsequent experiments showed that the patiems
were not consistent. This suggests that the cxpression
of these enzymes is highly influcnced by external
factors and/or the physiological stage of the plant, Due
to this, and based on a previous report of taxonomical
studics carricd owt on the Palmaccac plant, Astro-
caryum mexicanum (5), analyses were [ocused on {ruil
which was less susceptible to variation in protcin ex-
pression due to external factors.

Since all four enzyme aclivilics excepl peroxi-
dases, prescnicd monomorphism, the analysis of the
activities of PGIs and pcroxidases by IEF-PAGE in
fruit endosperm was chosen. In five independent ex-
periments, it was found that the PGl activity bands werc
identical in the four varictics analyzed. However, the
peroxidase activitics, although identical in all three
Malayan Dwarl varietics, showed an activity band of
pl~4 that was present in the dwarves but absent in the
tall variety. A similar result was obtained when tatal
protein was analyzed in paralicl gels; a protcin band of
pl-4 was also detected in all three Malayan Dwarf
varictics, but was absent in the tall varicty. Aithough
they have similar pls, we do not know whether the
protein detected by the silver stain is the same one that
displays peroxidasc activity.

Alicrnatively, the analysis on SDS-PAGE geis ol
the tolal proteins of all four varictics under denaluring
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conditions showed an identical pattern in the throe
Malayan Dwarf varictics; however, two polypeptides
of Mrs 18 000 and 38 000 were virtually absent in the
tall varicty,

Our results indicate that the four varictics of C.
nucifera are closcly interrelated, with the @l variety
diverging slightly in the expression of some proleins.
We do not know that the significance of extra proteins
in dwarl varictics is, afthough we might speculaie that,
for example, the extra peroxidase activily provides
protcction against the atack of pathogens (2). This
nitial finding of biochemical differences between dwarf
and tall varicties of C. nucifera indicates that differen-
ces among varictics and ccotypes can be established
further by two-dimensional gel clectrophoresis or by
molecular analysis at the gene level, In addition, these
data could be used (o certify cither Malayan Dwarf or
Atlantic Tall trees, as well as estabhish a taxonomical
calalog for coconut varietics in Mexico.

CONCLUSIONS

1. IEF-PAGE analysis of leal and inflorescence
extracts yiclded acid phosphatase, esterase, malate
dehydrogenase, and alcohol dehydrogenase isory-
mes which were monomaorphic in Atlantic Tall,
and Malayan Red, Green and Yellow Dwarf varie-
tics of coconut from Yucatan,

2. IEF" and SDS-PAGE analyses [rom {ruit endos-
perm extracts showed that the Atlantic Tatl can be
distinguished from the three Malayan Dwar{ varic-
tics by the following: a) a peroxidase of pl~4
predominantly present in the Malayan dwarves; b)
a silver-stained polypeptide of the same pl also
present in the dwarf varicties; and ¢) two polypep-
tides of Mrs-18 000 and 28 000 predominantly
present in the dwarl variclics.

3, Malayan Red, Green and Yellow Dwarl variclics
were indistinguishable among themscelves by any
of the analytical procedures.

4, Although all four varictics are closely related,
slight differences in their isozyme and prolein
patterns could be detected (i.c., one protein band by
[EF page and two by SDS-PAGE), which suggests
that further analysis could be used for classilica-
tion of other varicties.
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Estc volumen prescnta ol progreso de los estudios
sobre materia orgdnica en suclos y su aplicabilidad
agricola. Los aspectos bisicos y ¢l impacto ambicnital,
especialmente en condiciones de las zonas templadas,
son también considcrados.

El material cstid organizado en cinco secciones,
cada una con un comentario introductlorio acargo de un
conocido especialista en cl campo,

En 1a primera scceidn, casi una cuarta parte del vo-
lumen, se examina la informacion recienle sobre la
composicidnquimica y cstructurade la materin orginica.
Se dedica gran atencidn al estudio de los métodos ins-
trumentales recientescomo elde laresoranciamagnética
auclear,

En una scgunda scceion mds breve se trata de la
relaciGn entre materia orgdnica y calidad de agua. Se
examinan los problemas ocasionados por los plaguicidas
ent ¢l agua y, especialmente, el transporte de nitralos.

19.ZIZUMBO VILLARREAL, D ; ARELLANO MORIN, j. 1989,
Establecimicnto de una eoleccién de plasma germinal de
Cocos nucifera L. de México en condiciones de vivero en
Temozdn Norte, Yucatin: Reporte Técnico. Mérida, Yucatin,
Méx., Centro de Investigacién Cientifica de Yucaidm,
Comisién Nacional de Fruticultura

20 ZIZUMBO VILLARREAL, V D.; HARRIES, 1.C. 1990 El
amarillamiento leiak del cocotero en México M.E- Roben, D
Zizumbo Villarreal {Eds ). Mérida, Yucatén, Méx., Centro
de Investigacién Cientifica de Yucatin 197 p

En la tercera scocion sc analiza la relacidn entre
materia orgdnica en suclos y su estruclura, con énfasis
especial en la estabilidad de agregados secundarios,
ianto en suclos de regiones templadas como en los
udpicos. Este, como los otros capitulos, se distinguen
porcontener un gran volumen de resultados experimen-
tales de campo, citados en apoyo a las presentaciones
principales.

En I3 cuarta seccién se informa sobre las transfor-
maciones de la materiaorganica en suelos. Se examinan
aspectos novedosos come el efecto de niveles aumen-
tados del CO2 atsmosférico y el uso del C14 producidos
por explosiones nucleares, como indicador de la des-
composicidn de la maleria orgdnica.

La quinta seccidn examina el efecto de la materia
organica sobre la fertilidad de sueclos; cl efecto de
residuos agricolas como de los urbanos ¢ industriales.
Se examina tambicn cl papel central desempefiado por
la materia orgdnica en la agriculiura orgdnica.

El volumen concluye con un amplio indice de
materiales; bien documentado y editado sobre el estado
actual de la investigacién sobre materia orgdnica.

ELEMER BORNEMISZA S.
CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
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Correlagoes Fenotipicas entre Caracteres
nio Destrutiveis e Palmito em Pupunheiras’

SUMMARY

VYepetative characters and heart of palm yleld of peach
paim (Bactris gasipaes HB.K.) were studied in 8 experimental
plot grown in Sdo Panlo State, Bra., in an atternpt to identify non-
destructive traits for estimating yleld. Although some characters
showed high varlabillty, such ps tillering number and softening
in the edible portion of the stipe, others revealed [ess variation,
Including the foliar raquis length, foliole length and palm helght.
Positive correlation cocfficients were found between some easlly
measured vegetative characters, such as palm diameter and
nuimber of leaves, and the heart of palm yield could be estimated
by trunk [ength, diameter and weight. A smaller number of
spines on the trunk was positively correlated with the rumber of
leaves, and also withheart of palm yleld. Both traltsareproposed
for selecting prime patms within the studied population.

Key words:  Peach palm, vegetative characters, heart of palm,
simple and partial correlations.

INTRODUCAO

palmito, extraido de virias espécies de pal-
meiras € constituido basicamente da gema
apical da planta e das fothas jovens internas,
ainda em desenvolvimento, sendo envolto pela bainha
das folthas mais velhas que o protege (4). Portanto,
palmito ¢ tecido vegetativo que pode ser colhido dos
mais diferenies tipos de palmeiras e cujo tamanho,
comprimento e peso depende das caracteristicas pro-
prias dacspéeic exploradac, dentrodela, das dimenses
¢ nimero de fothas internas presentes. Num mesmo
malerial genético essas dimensdes podem sor afetadas

I Recebido para publicagiio el 14 de decembro 1989,

> Secdo de Plantas Tropicais, Instituto Agrondmico (JAC), C P

28, Campinas, SP, Bra

Esiagdo Experimental de Pariqueragu, Institwto Agronbmice
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*++ EstagioExperimental de Ubatuba, Tnstituto Agrondmico (IAC),
Bra

T
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RESUMO

Caracteres vegetativos da planta e do paimito de pupunhel-
ras (Bactris gasipaes H.B.K.) foram cstudados dentro de um lote
experimental em cultivo na Estacio Experimental de Parlquera-
¢h, iltoral sul do Estado de S3o Paulo, Bra, com o objetlvo de
Identificar caracteres niio destrutivos que possam, indiretamen-
te, avallar a producio de palmito dessas palmeleas. Dentre os
onze caracteres estudados, o niimerode perfilhos, o pesobrutodo
palmito e os pesos do resfduo basal e do palinite mestraram
maior variabilidade {CVs acima de 46%). Por outro lade, o
comprimento da riqguis follar, o comprimento do folfolo médio ¢
a altura da planta mostraram-se peuce varidvels (CVsabalxo de
20%). O peso eo difimetro do palnito apresentaram-se positiva-
mente correlacionados com alguns caracteres nio destrutivels
faciimente mensurdveis, tats como o didmetro da planta (DAP) e
o nimero de folhas. Os coeficlentes de correlagiio linear simples
e parcials foram estatisticamente significatives para o cardcter
auséncia de espinhos ¢ ndmero de folhas ¢, ambos caracteres,
apresentaram boa associagiio com o peso do palmite, indicando
ser possivet utlilzd- los como critérlo de selegfio de plantas ciltes
dentro da populagio estudnda.

Palavras clave:  Pupunheira, caracteres vegetativos, palmito,
correlagies simples e parclals.

por uma série de fatores tais com: condiges de cultivo,
fertilidade do solo, competicdo, sombreamento, eic.

A exploraciio do palmito € feita através do corte da
palmeira e separago da porgiio constituida pelas folhas
jovens e gema apical {que forma o capitel} da por¢iio do
estipe. Em palmeiras que apresentam perfithamento,
como a pupunheira (Bactris gasipaes HBK.) e o
acaizeiro (Futerpe oleracea Mart ), a colheita do palmi-
to nfo acarrcla em morte da planta, uma vez que os
perfilhos se desenvolvem e, dentro de um prazo de
tempo, varidvel de acordo com a espécie em questfio,
eslardio aptos para novoes cortes. O mesmo nio ocorre
com palmeiras de estipe tinico, como a espécie tnico,
como a espéeie E. edulis Mart., palmeira tradicional-
menic usada paraa extragiio do palmito. Nesta palmeira
o corie, para obtengfo do produto, acarreta em morte da
plania, uma vez que por possuir um tnico meristema
apical a palmeira nio se regenera apds o abate.

O melhoramento genético visando a produgfo de
palmito édificultado pelo cardier destrutivo da explora-
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¢do, visto que a scleglio de gendtipos superiores com
base na produgdo de palmito inviabiliza, pelo menos a
curto prazo, 0 Seu uso como progenitor. Toma-se impe-
ralivo, portanto identificar caracleres ndo destrutiveis
quc csiciam altamente associados com o palmito e
uttlizd-los duranic a escolha de palmeiras que devam
{azer pante de um programa de cruzamentos controlados.

O presente trabalho visa determinar, dentre virios
caraciercs vegelativos, agueles que eslejam mais corre-
lacionados com a produgfo de palmito para a espécic B
gasipaes, visando fornecer subsidios para o melhora-
mento genélico dessa palmeira. Esta planta, conhecida
como pupunha ou pupunhciry, vem sendo alvo de
inieresse para a exploragiio racional de palmite no
Estadoe de S3o Paulo dado a sua precocidade, rusticida-
de ¢ perfithamento (1), além da qualidade do produto
por cla [omecido (6, 7).

MATERIAL E METODOS

Para este cstudo foram [eilas mediges detalhadas
deatro de um tote experimental de pupunheiras existen-
t¢ na Estac@o Experimental de Pariqueragi (24°35°S,
47°50°W), SP.

As sementes que deram origem a cssas plantas
provicram de Costa Rica, tendo sido enviadas pelo
Centro Agrondmico Tropical de Investigacidn y Ense-
fianza (CATIE) de Turrialba em 1975 Segundo esse
Centro, as sementes foram obtidas através de fecunda-
¢do abertade matrizes sem espinhos, O lote experimen-
tal, constituido de 384 plantas, foi instalado cm 1976
em solo Lipo Latossolo Amarelo dlico, horizonie A
moderado ¢ de textura argilosa (10). Este solo pode ser
considerado pobre em nutrientes, apresentando baixo
pH (4.3 a 4.5) e alta snturaciio em aluminio (59 a 6.8).
O plantio foi feito através de mudas com 14 meses de
idade, contando-se desde a semeadura alé o estabeleci-
mento do lote. O espagamento utilizado foiode 2 x 2
m, estando a drea ainda plantada com drvores farinha-
seca (Pithecellobium edwallii Hochne), no espagamen-
10 de 10 x 10 m, o que propiciou uma sombra leve (em
torno de 30% a 40% de sombreamento) A drca experi-
mental. Nio foram feitas adubagGes, nem mesmo de
plantio ¢ 0s tratos culturais resumiram-se apenas aroga-
das periodicas duranie os us primeiros anos.

Embora provenicnies de palmeiras sem espinhos
no estipe, grande parte das mudas possufam cspinhos
em guantidade ¢ tamanho variado, podendo-se separd-
las em quatro categorias com relagiio a esse cardeter:

muilos espinhos (grande quantidade ¢ longos), médio
{menor quantidade e menor amanho dos espinhos),
poucos (espinhos csparsos) e sem cspinhos {completa-
menle inerme). A dliima categoria constituia cérca de
30% da populacgiio.

Scic anos apds o plantio [oram tomadas, ao acaso,
¢ em condigdics de competigdio, 126 plantas, constitui-
das dec 32 sem espinhos (lpo 1) ¢ 94 com muitos
espinhos no estipe (tipo 2). Por questdes logisticas nem
todas as plantas puderam ter lodos os caracieres mensu-
rados, sendo que em 34 delas pdde-se fazer avaliagtics
mais detalhadas, enquanto que nas outras 92, medidas
basicas relacionadas 4 planta ¢ ao produto foram obli-
das. A seguir ¢ apresentada a descrigfio dos caracteres
avaliados ¢, entre parénteses, o numero de observagtes
tomadas em cada um deles:

. Dilimetro da planta-miie & 130 ¢cm de altura do solo
(DAP) (n = 120).

2. Ahura da pianta, medida do solo até a insergiio da
folha mais nova (n = 34).

3. Ndmero de folhas vivas (verdes) (n = 126).

4. Comprimenio da riquis foliar da sexta folha a partir
da {otha mais nova e medido do ponto de emissio
dos [oliolos até a bifurcaglio deles no dpice (n=34).

5. Comprimento do foliolo médio da sexia {olha (n =
34},

6. Nimero de perfilhos (n = 91),

O corte da porgfio apical foi executada no local do
experimenio ¢ os palmitos, apds etiquetados, foram
levados ao laboratério onde foram realizadas as seguin-
tes medigdes:

7. Peso do palmito bruto, ou peso do capitei, gue cons-
titui a porgiio apical da palmeira apds o corle das ri-
quis [oliares c antes da retirada das bainhas externas
que protegem o paimito propriamente dito (n = 50),

8. Didmetro do patmito no meig do tolete (didmetro
médio)y (n= 104},

9. Comprimenlio do palmito, considerado do meriste-

ma apical aié o (€rmino da porgiio macia ainda
envolta por bainha (n = 104)

Tursialba Vol, 42, Ne. 3, 1992, pp. 382 - 390
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10. Peso do palmito (n = 107).

11. Peso do residuo basal, que € constituido da porgiio
abaixo do meristema apical até o término da porgéio
macia do estipe (5) (n = 71).

Foi feita uma andlise preliminar, envolvendo todos
os dados, com o objetivo de caracterizar a populagio no
sétimo ano de plantio definitivo. Além da média,
calculou-se o desvio padrio, o coeficiente de variagio,
a amplitude de variagiio observada para os diferentes
caracteres € o intervalo de confiinga da média segundo
fGrmulas descritas por Steel ¢ Torrie (12). Dado a
grande variahilidade existente foi estimado o tamanho
da amostra ideal, através da gqual determina-se qual o
nimero de plantas que devera ser tomado para que, em
situagfio semelhante, os dados estejam variando cm
tomno de 10% da média para os diversos caracteres
estudados. O tamanho da amostra ideal foi calculado
segundo a expressio abaixo:

Al=[{10.05« CV )10)?
onde:

10.05: €ovalordetobtido natabelade Studentao nivel
de 5% de probabilidade ¢ com n* graus de
liberdade;

Cv: ¢ ocoeficiente de variagiio calculado pela divi-
s#0 do desvio padriio pela média ¢ expressoem
porcentagem.

Apds a andlise preliminar foram feitas andlises de
correlagies lineares simples entre os caracteres da
planta {1 a 6) ¢ 0s do palmito (7 a 12) pelo método de
Pearson (12). Dado a presenga de correlagdes significa-
tivas, principalmente, entre caracteres niio destrutiveis,
foram estudadas as correlagGes parciais, através das
quais toma-se possivel medir a associagfio entre duas
varidveis eliminando possiveis efeilos de outras. Para
ascorrelagdes simples e parciais foi considerado o nivel
de significincia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

As principais estimativas descritivas dos caracte-
res avaliados encontram-se no Quadre 1. Os resultados

mostram que a populacdo estudada possuia, apds sele
anos de campo, uma altura média de 6.64 m, didmetro
daplanta-mie ac redor de 15 cm, com cercade 13 folhas
funcionais, cada qual possuindo, em média, um com-
primento de 326 ¢m ¢ com comprimento de foliolo ao
redor de 76 cm. A média de perfithos na populagio
estudada esteve ao redor de cinco por planta. A produ-
¢io média de palmito ¢ residuo basal {oi de 719 ¢ 612
pramos respectivamente, com 46 cm de comprimento
médio de palmiio por 5.6 cm de difmetro medido no
meio dotolete. O peso oo do palmito, que correspon-
de ao peso do palmito nfio descascado, ou peso do
capitel sem as bainhas foliares, foi, em média, de 15.7
quilos. Portanto, a porgdo aproveitada da palmeira para
fins comestiveis (palmito ¢ residuo basal) correspon-
deu apenas A cerca de 8% do peso bruio ¢ menos de 6%
da allwra wotal da palmeira.

Peia amplitude dos dados obtidos nota-s¢ grande
variabilidade para a maioria dos caracteres avaliados.
Dentre as cstimativas apresentadas, o cocficiente de
variagiio ¢ a gue permitc comparagiio da variabilidade
entre 0§ caracleres ¢xpressos em unidades diferentes
Observando-se os valores dessa estimativa nota-se que
0s caracieres peso bruto, peso do palmilo, peso do
residuo basal ¢ ndmero de perfilhos apresentaram maior
variahilidade, com cocficientes de variagio acima de
46%. Para cssas varidveis o tamanho da amostra ideal
esteve sempre acima da amostra realmente tomada. A
estimativa da amostra ideal foi determinada conside-
randlo qual o tamanho que ¢sta amostra deveria ter para
que & média populacional fosse cstimada com um
desvio de 10%.

Farandimero de perf{ithos ¢ lamanho ideal seria 117
plantas, enquanto que para o peso bruto do palmito c do
residuo basal estaria acima de 108 ¢ 86 unidades,
respectivamente. O pesa do paimito, cardter de maior
imporidincia dentre 0s estudados, uma vez que CXpressia
¢ rendimento ou a produtividade da planta, também
apresentou grande variabilidade ¢ a amostra ideal esta-
ria acima de 138 unidades. Poroutro fado, os caracteres
ndo destrutiveis com menor variabilidade (cocficiente
de variagdo abaixo de 20%) foram: altura da planta,
comprimento do foliolo médio ¢ comprimento da ré-
quis foliar. Paracssescaracteres de baixa variabilidade,
apenas de 3 a 15 plantas sio suficientes para constitui-
rem uma amostra ideal.

As estimativas dos coclicicnies de correlagiio li-
near simples entre todas as combinages de caracleres
vegelativos ndo destrutiveis ¢ caracteres do palmito
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Quadro 1. Ndmero de observacdes e estimativas da média, desvio padrio, coeficiente ¢ amnplitude de variagiio, intervato de conflanga e tamanho
da amostra idenl de onze caracteres de pupunheiras cultivadas na Estagie Experimental de Pariqueragu, IAC, §P.

Caracteres Nimero de Média Desvin Cocficiente Amplitude de Intervalo (1) Amostra (2)
obscrvagoes padrio de varagao variacio de confianga ldeal

Difimetro 120 1511 328 2174 2000 60 18.72

{cm})

Allura 34 664.50 123 48 18 58 59300 4299 1423

{cm)

Nimero

de folhas 126 1289 408 3164 24.00 omn 3845

Comprimenio

raquis foliar

(cm) 34 32559 2707 8.31 141 00 943 2.85

Comprimento

foliolo médio

(cm) 34 7582 912 1263 46 00 318 597

Nimero de

perfilhos 91 478 260 54 44 16 04 054 117.36

Peso bruto do

palmite (kg) 50 I567 g2 5182 3000 23 108 .50

Peso do residuo

basal () 71 61255 286.97 46.85 1144 00 6771 8692

Peso do palmito )

{g) 107 71930 42523 59 1% 1 813 00 81 30 138 39

Didmetro médio

do palmito (cm) 104 563 HVH 26.87 730 036 28 60

Comprimento do

palmito {cm) 104 46 01 1 2559 4900 230 108 50

* Intervalo de confianca com p=0.05
** Amaostra idéat [{ct 0.05 . cv)/10]?

(destrutiveis) avaliados estdo contidas no Quadro 2. Ha
uma forte associagio entre o didmetro da planta, o ni-
mero de folhas funcionais, a aliura da planta e o compri-
mento da riquis foliar com a produgdo de palmito. O
didmetro da planta-mie, o ndmero de folhas vivase o
comprimento da rdquis foliar estio também intima-
mente associados ao diimetro médio e ao comprimento
do palmito. Por sua vez, a altura da planta mostroun boa
associagfo {enotipica com o peso e o didmetro do pal-
mito, porém nfio com o scu comprimento. Clement e
colaboradores {3) encontraram também coeficiente de
correlagiio significativa entre o didmetro do estipc e o
peso do palmito.

As estimativas dos cocficientes de correlagiio li-
near simples foram, evideniemente, allamente
significativas para peso, didmetro ¢ comprimento do

palmito, uma vez que didmewro ¢ comprimento sio
componentes do peso.

O residuo basal mostron associagfio significativa
positiva como o didmetro da planta e também com o
peso, didmetro e comprimento do palmito. Apresentou,
porém, agsociagio negativa com o nimero de perfithos
e com a presenga de espinhos.

O peso do palmito bruto mostrou coeficientes de
correlagfio positivos e significativos com didmetro da
planta, ndmero de folhas, ndmero de perfilhos e ainda
com o peso, didmetro ¢ comprimento do palmito.

O diimetro da planta-mic mostrou-se negativa-

mente associado com o numero de perfilhos, eviden-
ciando uma relaglio logica de competiclo dentro da

Turrialba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 382 - 390
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Quadro 2. Estimativas doscoeficlentes de correlacio linear simples, nivel de significincia e ndimeros de peres de observagies {entre parénteses)
de doze caracteres de pupunhelra cultivados na Estagio Experimental de Pariqueragw, IAC, SP.

Caracicres ALT NFO CRF CFM NPE ESp»
Difmectro (DAP) 0.0046 0.5607* 0.1234 0.1463 12408+ 0.1338*
(34) {120y {34) (34) 1) {120}
Alura {ALT) 0 5800 0.1359 0.2836 01580 0.2729
34 (34) (34) (34) (34)
Nimero de folhas 00133 0.2806 0.1084 -0.0025
(NFO} (34) (34) {81} {125}
Comprimento da ra- 0.3560% 0.1280 -0.2669
quis foliar (CRF) {34) (34} (34)
Comprimento do fo- 0.0697 0.0306
liolo médio {CFM) (34) (34)
Nimero de perdithos (NPE) 0..%;112)5‘
Espirhos no estipe (ESP)
Peso bruto do paimito (PR )
Peso de residuo basal (PRB)
Peso do palmito (PPA)
Diftnetro médio do
palmito (DPA)
Comprimento do
palmito (CPA)
PBP PRB PPA BPA CPA
Didmetro (DAP) 07090 04492+ 0.6244* 03112 0.3909*
(50 an (101) (58) (98)
Altura (ALT) -0.0427 04725 Q4817 0.3003
{24} (24) (24) (24}
Nimero de folhas 0.8013* 0.2035 0.6322+ 03762% 0.5152*
(NFO;} (50) 7 (107) (104) (104}
Comprimento da 1a- 0.1662 0.5222* 0 4356+ 0.4495*
quis foliar (CRF) (24) 24} (24) (24)
Comprimento do fo- 0.0360 0.2746 0.2431 0.3617
tolo médio (CFM) 24) 24 24) (24)
Nimero de perfilhos 03553* -0.2776* 0.1397 0.2197 -0.0816
(NPE) {50 an (72) 69 (69)
Esginhos no estipe 0.1007 -(0.4287* 0.1919* -0.4536% 0.0884
(E3P) (50 (1) (107) (104) (104)
Peso bruto do 0.0890 0.7120* 0.7208* 0.4166%
palmito (PBP} (44) (45) (43) (43)
Peso de residuo 05677+ 0.6433* 0.3903*
basal (PRB) ) (68) (68}
Peso do palmito 0.6232* 0.8139*
(PPA) {104) (104}
Di&metro médio do 0.4351*
palmito (DPA) {104)

Comprimento do palmito (CPA)

(1) Auséncia de cspinhos no estipe = 13 Presenca de espinhos no estipe =2

*  Sigaifiesivo a 3% de probabilidade.
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touceira: planias mais perfithadas possuem menor
desenvolvimenlo da planta-mg, uma vez que esies,
provavelmenie, concorrem com a distribuigiio de assi-
milados dentro da touceira.

Qutra relacdo interessante encontrada foi a correla-
¢flo entre o cariter auséncia (tipo 1) e presenga (tipo 2)
de espinhos no estipe com o residuo basal ¢ palmito
{peso e didmetro). Plantas sem espinhos tiveram sem-
pre maiores pesos, tanlo de residuo basal como de
palmito, além de maior didmetro desie dltimo.  Por
outro lado, a presenga de espinhos esteve positivamente
correlacionada com o nimero de perfilhos da planta. O
cardcter auséncia de espinhos é de real importincia para
o methoramento genético da pupunheira, visio que
simplifica sobremaneira os tratos cullurais e o proce-
ssamento do produto.

Segundo Hunter (8), a falla de aceitabilidade da
pupunheira como cultivo deve-se, principalmente,
presenca de espinhos na planta. Embora Mora Urpi e
Clement (9) tenham sugerido que espinhos no estipe e
no peciolo/raquis da pupunheira s3o de origem mende-
liana simples e terem encontrado correlagdes positivas

entre os dois caracteres (3) em populagdes da Amazd-
nia, GSses mesmos autores nada comentan sobre possi-
veis correlagdies entre auséncia e presenga de cspinhos
e outros caracteres da planta e produgfo de palmito. No
entanto, na populagdo aqui eswdada esse cardcter
mostrou-se positivamente associado Aqueles dircta-
mente relacionados com a produgio (residuo basal,
peso ¢ didmetro do palmito), indicando que uma sele-
¢Ho para auséncia de espinhos, possivelmente, resulta-
ria em plantas com boa produgdo de palmito e residuo
basal.

Visto que os mais significativos caracieres ndo
destrutiveis do ponto de vista de palmilo, estdo associa-
dos entre si, toma-se necessdrio considerar as correla-
¢Oes parciais através das quais épossivel obter coefi-
ciente de correlagfio entre duas varidveis climinando
possiveis efeilos das outras. Obiém-se entio a estima-
tiva da correlagfio a ser esperada cotre duas varidveis se
ambas forem obscrvadas em relagdo a outras conside-
radas como fixas. Os efcitos das owras varidveis sobre
aguclas de interesse sfo controlados pela remogio da
associagdo lincar entre ¢las antes de calcular os coefi-
cientes de correlagiio entre as duas varidveis de inte-

Quedre 3. Estimatlvas dos cocficientes de correlagiio parcial, nivet de sipnifleineln ¢ ndmero de observagdes {entre parinteses) de sele

caracteres vepetativos e do peso do palmito de pupunheiras euitivadas na Estacio Experimental de Pariqueragu, FAC, SP.

Caracteres ALY NFO CRF CEM NPE ESD) PPA
Dismetro (DAP) -0 6368* (0.4667 -(.1852 0.1008 D261+ 0 2586% 0.5605*
(34) (120) (34) (34} o0 {120 {101)
Al (ALT} 05314 -0.0598 (.1478 0.1090 04526* 04626
(34) (34) (34) (34) (34) (24)
Nimero do folhas -0.3619 01579 02828 -0).2325+* t) 2003+
(NFO) (34) 34) ©n (126) (107)
Comprimenio da 0.3778* 01006 -.1253 {6070
riquis foliar (CRF) 34 (34} (34) (24)
Comprimento da 00668 0227 01892
{otiolo médio (CFM) (34) (34) (24)
Niimero de perfithos 02006 00326
(NPE) CH)] (72)
Espinhos no estipe 0.2222*
{ESP) (107
Peso do palmito
{(PPA)}
N Auséncis de espinhos no estipe = 1; Presenga de espinhos no estipe = 2
-

Significativo a 5% de probabilidade

Turrialba Vol 42, No, 3, 1992, pp. 382 - 390
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Quadro 4. Estlmativas dos coeficlentes de correlagio parcial, nivel de significincia e nimero de observagdes {entre partnteses) de scle
caracteres vegetativos e do peso do resfduc basal de pupunheiras cultivadas na Estagio Experimental de Pariqueragy, IAC, sp

Caracteres ALT NFQ CRF CFM NPE LS PRB
Didmetro (DAP) 05224 07069% 02249 00213 -0 2998* 02799+ 03488
(34} (120) (34) (343 1 (120} (T}
Alra (ALT) 0.7208* 03127 0.0748 -0.1265 {4193+ 01277
(34) {34) 34) (343 34 (24)
Némero do folhas -0.3086 0.1201 02724* -(0.2984* 0.082¢
(NFO) (34) (34) on (128) {11}
Comprimento da 03361 00126 03136 0.0149
raquis foliar (CRF} (34) {34) (34) (24)
Comprimento do 00695 48003 -0.0487
foliolo médio (CFM) 34 (34} (24}
Niimero de perfithos 01677 430922
(NPE) Mn an
Espinhos no estipe -0 3020*
(ESP) iy
Peso do residuo basal
(PRB)
(1) Auséncia de espinhos no estipe = 1; Presenga de espinhos no estipe = 2

*  Significativo a 5% de probabilidade

resse. Correlagfes parciais sfo Gtcis para esclarecer
relagdes gue ndo sfo detectadas em razio do efcilo
conjunto das varidveis, identificando aquelas que inter-
ferem na associagfo de pares de interesse e detectando
correlagdes simples ndo vilidas, isto ¢; quando outros
fatores ndo sdo considerados.

Andlises de correlagfio parciat foram feitas entre 0s
caracteres vegetativos e cada urn dos caracteres destru-
tivos. Dado a semelhanga dos coeficientes de corre-
lagao parcial obtidos s#io apresentadas apenas as corre-
lagBes entre os caracteies vegetalivos € os caracteres
destrutivos de maior importancia agrondmica, ou seja:
peso do palmito e do residuo basal.

Nos gquadros 3 e 4 encontram-se os coeficientes de
correlaghes parciais envolvendo as varidveis de inter-
esse, bem com o mimero de observagdes por pares € a
significancia. Comelagfo parcial ndo envolve a nogio
de varidveis dependentes e independentes, podendo ser
vista como uma medida de interdependéncia (11).
Relag0es interessantes anteriormente no identificadas
entre didmetro e altura ¢ difimetro e espinhos pdde ser
visualizada através deste procedimento. Os resultados
mostram uma interdepend@ncia negativa entre aliura e
didmetro e positiva entre didmetro ¢ presenca de cs-
pinfios.

A correlagio parcial oblida entre diimetro da plan-
ta ¢ peso do palmito (Quadro 3) evidencia a alta asso-
ciago existente cntre ambos caracteres, ratilicando os
resultados anteriormente obtidos awravés das corre-
lagdies simples. O mesmo pode ser dito do ndmero de
folhas ¢ do comprimento da riquis foliar com relagiio a
esse cardcter destrutivel.

A altara da planta mostrou [orie asseciagdo posi-
tiva com o nimero de folhas ¢ com a presenga de
espinhos, porém nio apresentou corrclagio estalistica-
mente significativa com os principais fatores de pro-
dugao: peso do palmito ¢ do residuo basal,

A associagio do nidmero de [olhas vivas ¢ pese do
palmito apresentou cocficiente de correlagiio parcial
estatisticamente significativo 4 5% de probabilidade,
ratificando também os resuitados obtidos na andlisc de
correlagdies simples. O namero de folhas mostrou ainda
associagio fenotipica positiva com o niimero de perfil-
hos e negativa com a presenga de espinhos.

O comprimento da raquis foliar mostrou-se positi-
vamente correlacionade com o comprimento do foliolo
médio e com o peso do palmito. Por outro lado, o
comprimento do foliolo médio da sexta {olha ndo apre-
sentou associagdo estatisticamente signilicativa com
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nenhum outro cardcter estudado, além do anteriormen-
te citado.

Do ponto de vista pritico, pode-se concluir gue
didmetro, nimero de folhas ¢ comprimento da rdquis
foliar esido direta e posilivamente associados a pro-
dugio de palmito. O nimero de folhas vivas e o
comprimento da riquis da sexta folha, conjuniamente
com ¢ difimetro da planta servem dc base, em situagiio
de homogencidade ambiental, para a selegiio de plantas
superiores de interesse agrondmico. Noentanto, nfio se
deve csquecer do mascaramentio de associagbes cau-
sadas por owlras varidveis correlacionadas entre si
Desta forma, auséneia de espinhos parece estar, pela
andlise inicial, negativamente correlacionada com o
ndmero de perfithos; no cntanto, {ixados todos os
owlros caracleres, essa varidvel mostrou associagfo
positiva apenas com © peso do palmito ¢ o nimero de
folhas, ¢ negaliva com o didmetro e com a alwra da
planita. Com os demais caracieres de interesse niio
houve correlagdes parciais significativas, ou a amostra
tomada n3o foi grande o suficicnic para detectar a cor-
relaciio, s¢ cla estava presente.

Os resultados agui obtidos mostram ainda que
plantas sem espinhos produzem mais palmito em re-
lagBo as com cspinho devido, principalmente, a pos-
suirem maior mimero de folhas, embora apresentem,
em média, menores didmetros da planta e altura. Se-
legio para auséneia de espinhos nesta populagio pro-
vavelmente resuitaria em plantas com boa produgiio de
palmito e residuo basal e com mator nimero de folhas.
Clementeral. (3), comentando resultados anteriormente
obtidos, observou gue quanto maior o nimero de fothas
vivas maior € o mimero de folhas imaturas, internas, ou
seja: maior o palmito, uma vez que este é constiluido
cxalamente dessas folhas jovens, inlernas, ainda em
desenvolvimento (4). Foidetectada uma relagiio aproxi-
mada de 2:1 entre o nimero de folhas expandidas ¢ o
mimero de folhas inlernas da pupunheira (3).

A variabilidade fenotipica {CV acima de 30%)
encontrada neste material para o nimero de folhas,
conjuntamente com a sua correlaglio positiva com o
peso do palmito e com a aus@ncia de espinhos, torna
possivel recomendar o uso deste cardcter (ndmcero de
folhas funcionais) como um critério de sclegfio de
plantas superiores, sem espinhos, dentro da populagiio
estudada,

CONCLUSOES

— Qs caracteres ndmero de perfithos, peso bruto ¢
peso do residuo basal ¢ do palmito mostraram
grande variabilidade na amostra de pupunheiras
avaliadas, com cocficicnies de variagio acima de
46%.

- {08 caracteres de menor variabilidade foram com-
primenio da riquis foliar, comprimento do foliolo
médio e altura, com coeficientes de variago abai-
x0 de 20%.

— Qs caracteres destrutiveis que avaliam produgiio
mostraram-se posilivamente correlacionados com
alguns caracteres ndo destrutiveis facilmente men-
surdaveis, 1ais como didmetro e nidmero de folhas,
podendo-se utilizd-los para a selegfo de pupunhei-
ras com alta produgio de palmito.

— Embora através das correlagGes lincares simples
lenha sido oblida associagfo cnire auséncia ou
presenca de espinhos e ndmero de perfithos, ndo se
obtiveram, através de correlagdes parciais, coeli-
cientes significativos para esses caracteres, indi-
cando que a possivel relag@o positiva entre ndmero
de perfithos e presenga de espinhos tenha sido
obtida por interferéneia de outras varidveis corre-
lacionadas.

— A auséncia de espinhos no estipe mastron-sc posi-
tivamente correlacionada com o suimero de {olhas
e, ambos os caracteres, apresentaram boa asso-
ciagiio com o peso do palmito.

— O cardcter auséneia de espinhos no estipe apresen-
tou-se também positivamente correlacionado com
o peso do residuo basal
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Reproduccién Sexual y Partenogenética de
Cephalonomia stephanoderis Betrem en Laboratorio

ADBSTRACT

The fecondity of the parasitoid Cephalonomia stephano-
deris was compared for females which were not fertilized (NF),
fertiiized by males within {(F1), or outslde of cuffee berries (FE).
In addition, survival and fecundity tables were established and
popuiation parameters of this species were estimated, tn urder to
evaluate several biojopical characteristics. The preoviposition
period was shorter in fertilized than non-fertilized females
(average fur FE = 48 d, for FI = 3.6 d versus NF = 7.0 d}. The
ovipasition capacity was greater for fertilized females than for
non-fertilized females (FE = 1.27 aad FI = 1.32 eggs/female/day,
versus NI = 0.75 eggs/female/day) . Fertitized femates produced
progeny of both sexes; non-fertilized females produced only male
progeny. An FIindividoat was the most fecond individual of the
three groups, producing 139 egps in 66 days, but theaveragetotal
production per female was 66.3, 51 .4, and 28 2 eggs for theproups
FI, FE, and NF, respectively. Females fertilized naturally within
the eoffee fruits showed pupulation growth rates similar to these
fertilized outside the fruits. The most important estimated para-
meters calculated were: for FE,r = 0.1012, v =45, = 37.61, and
L=1.40;for Fi,r, =C6.1067,r, w-5804 G=38.06and A=LIL
These parameters Scould not be estimated for VF,sincenofemales
are preduced through asexval reproduction. Under optimal
faboratory conditions, the parasitold exhibited good poputation
growth, an indication that It possessed desirable irails for
bialegical control of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei,

INTRODUCCION

ephalonomia stephancderis (Hymenoplera:
Bethylidae) es un cetoparasitoide originario
4 de Africa Occidental que, en 1988, fue intro-
duc:dnaTapachuln,Chlapaq Méx. (6}, para combalir
bioldgicamente a la broca del calé, Hypothenemus

1 Recibido para publicacién el 20 de agosto de 1991
Sc agradece cf apoyo brindado por Joel Herrera; por la revision
del manuscrito a Pablo Licdo y por sus sugerencias y comentar-
jos importantes & Héctor Esquinca, y por 1a ayuda desde ¢f inicio
del Programa a la Unidn Regional de Productores de Café 'l acand
{(URPCTY {ista investigacion sc desarrold gracias al apoyo
econdmico otorgado por ¢l International Developmental Re-
search Centre (IDRC) de Canada

*  Centrode Investigaciones Ecoldgicas det Sureste, Departamento
de Control Integrado de Plagas Apartado Posial 36 30700 Tapa-
chula, Chiapas, Méx

F.Infante*, J I Barrera*,J. Gomez*,
A. Castillo, W. de la Rosa*

COMPENDIO

Se compard la fecundidad def parasiolde Cephalonomia
stephanoderis en hembras ne fertitizadas (NI} y fertilizadas por
maches, denteo (1) y fuern (FE) de los frolos de café. Asimisma,
con Ja elaboracion de tablas de supervivencia y fecundidad, se
estimaron fos parfmetros poblacionales de esta especie para
evaluar algunas caracterksticas biotogicas. El tiempe de preovi-
pustura fue més corto en hembras fertitizadas {(en promedio FE
= 48dy Fl = 3.6 d), micentras que en NF fue de sicte dias. Se
determing quela capacidad de ovipostura fue mayor ¢n hembras
fertilizadas (FE = [.27 y FI = 1.32 huevos per hembra pordia) y
con el resuitado de vng progesie de ambos sexos; cuando las
hembras go son fertilfbzadas (NF = 0,75 huevos/hiembra/dia) se
producen gnicamente machos. Bl espbéehinen gue mds oviposité
fue del prupo FI (139 individuos en 66 d de vida), pero o
promedio par hembra fue de 66.3, 51.4 4 huevos 28 2 para jos
grupes FI, FE y NE, respectivamente. Las hombras fertilizadas
naturalmente dentro de fritos de café tuvieron tasus de creci-
miente poblacional simitures a as fertilizadas fuera delosfrutos.
Entrelos purdmetros esthnwados mis importantes, se caleuibér =
0.1012,r =45G =3761y A=1.I0en hembrasFE;r =0.1067,
ro=58.04,G=3806y A=111para hembras FI. En el grupo
NF estos pardmetros no pudicron ser estimados, porque no se
prucrean hembras cuando la reproduccitn es asexual. Losresul-
tados muestran que en aboratorio y en candiclones dptimas ¢l
parasitoide tiecne un buen crecimiento poblacional; ese indica
gue posee atributos deseables para el control bloltgico de fa
broca del café (Hypothenemus hampel).

hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), principal
insecto-plaga del calé on el Suresie de México.

Despugs de estudiar csa plaga en México durante
de varios afios {1, 2, 3, 4), sc investigaron diversas
estrategias para controlar ¢l 7/ hamped, entre ellas un
proyecto de control bioldgico cldsico que uliliza enemi-
£os naturakes exoticos de fa plaga traidos de Africa; asi
se introdujo el C. stephanoderis.

Dentro de cualquicr programa de bioconirol, ¢s
necesario evaluar las caracieristicas bioldgicas de los
entomdfagos en cucsticn. Doutt y DeBach (10} men-
cionan alpunos atribulos que debe tener un coemigo
natural efcclivo, sea éste un parasitoide o depredador,
entre fos que destaca una fecundidad afta,
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El habitat natural de C. stephanoderis ¢s el interior
de los frutos de café, en donde se encuentra parasitando
el H. hampei, gencralmente, en ese mismo lugar, las
hembras del parasitoide son fertilizadas por machos,
sin embargo, esta especie también tiene 1a facultad de
reproducirse partenogenéticamente (12) cuando los
machos son e5casos.

Con ¢l fin de determinar si existian diferencias en
cuantoa la capacidad reproductiva de C. stephanoderis,
cuando las hembras eran fertilizadas por machos (dentro
y fuera de frutos de café) vy cuando se reproducian
partenogenélicamente, se estimaron algunos de sus
pardmetros poblacionales en laboratorio, elaborando
tabias de supervivencia y fecundidad para tal fin;
mediante esa téenica gran ndmero de investigadores
como Messenger (14), Smith y Pimentel (19), Chabora
(8), Pak y Oatman (15), Hawkins y Smith (11) han
estudiado imporiantes caracteristicas biolégicas de
algunas especies de parasitoides y depredadores.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un experimento en laboratorio con tres
grupos deindividuos. El primero se integré con hembras
NF; los especimenes fueron separados individualmente
desde que se encontraban en estado pupal (caputlo),
para tener la certeza de que esas hembras eran virgenes,
El segundo se formdé con hembras Fl, seleccionadas
entre los individuos que emergian diariamente de {ru-
tos, en recipientes donde se cria el parasitoide en
laboratorio, pues de acuerdo con Koch (12) son hem-
bras que antes de salir de los frutos se aparean con sus
hermanos, por lo que emergen ya fertilizadas. El tercer
grupo, lo constituyeron hembras FE; es decir, virgenes
gue fueron separadas desde el estado pupal y colocadas
en forma individual con varios machos en tubos de
vidrio para propiciar la c6pula, garantizando, de esta
manera, la fertilizacién de cada hembra.

Por cuestiones metodoldgicas el nimero de indivi-
duos para cada grupo fue diferente, sobre todo en el
dltimo caso, en el que fue dificil determinar el sexo de
los machos sin causaries dafio. Quedaron constituidos
tres grupos: 15 NF, 18 Fl1y 7FE, y una vez conformados
se indujo a las hembras a ovipositar sobre hospederos
expuestos (fuera de frutos de café); para ello se utilizd
Ia metodologfa de cria propuesta por Koch (12}, alaque

se denomind in vitro, posteriormente habilitada por
Barrera et al. (6).

Esa metodologia consiste en lo siguiente:

En tubos de vidrio tapados con malla fina (2 cm de
didmetro por 6 cm de longitud}, se pusieron hembras del
parasitoide, de los grupos mencionados, con difercates
estados bioldgicos de su hospedero H. hampei: huevos
y larvas pequefias para su alimentacién y prepupas y
pupas para su parasitacion. Posteriormente, utilizando
un microscopio estercoscopico, se realizaron observa-
ciones diarias para detectar los hospederos parasitados,
los cuales fueron separados en tubos de vidrio similares
a los ya descritos.

Todos los dias, cada hembra [ue dotada de hospe-
deros suficientes para proporcionarie alimento y una
{fuente constante de parasitacion. Ademds sc registro el
dia de su emergencia del capullo, el dia en que empezd
a ovipositar, la produccidn diaria de hucvos y lacdad a
sumuerte. El experimento se mantuvg en condiciones
ambicniales controladas, con temperatura de 26.18°C
£1.14°C y humedad relativa de 77.71% * 7.19%; el
fotoperiodo fue de 12:12 (L:0O) horas.

El ndimero de hucvos puestos diariamente fue con-
tado vy dividido entre ¢l ndmero de hembras sobrevi-
vientes ese dia (169, la sumatoria de estos datos (8 Mx)
proporciond la tasa de reproduccidn global (TRG) y a
media general; ¢l niimero de oviposturas diarias en
promedio por hembra (ODPH). La fecundidad {(mx)
fue estimada sobre una proporcidn de sicle hembras por
cada macho de acuerdo con Barrera ez al. (7).

La capacidad innatz de incremento poblacional
(r_) fue calculada con ¢l mélodo de Birch (20); la
ecuacion se soluciond mediante sustitucidn por ensayo
y error en donde:

¥ Ixmxe™ =1

Los demds pardmetros poblacionales fueron
estimados segtin Messenger (14), Southwood (20),
Rabinovich (17) y Krebs (13), segin las siguientes
férmulas: tasa neta de reproduccion (r ) = Ixmx; tiempo
generacional (G} = log, r /r_; tasa finita de multiplica-
cién (A ) = anti-log_ 1 y tiempo de duplicacion (A%) =
2log fr .
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RESULTADOS Y DISCUSION
Supervivencia y longevidad

Se compararon las curvas de supervivencia (Ix)
para hembras de C. stephanoderis de NF, FE y FL
Como s¢ observa, los tres grapos exhibieron curvas de
supervivencia parecidas entre si, similares a las que
Rabinovich (17) definié como curvas tipe I1, las cuales
representan un sistema donde hay un nimero constanie
de organismos que mueren por unidad de tiempo,
independientemente del niimero de los que sobreviven.
Las edades en que los tres grupos alcanzaron ¢l 50% de
supervivencia difiricron entre si: NF, 19d; FE, 354d, v
Fl, 46 d, después de emergido ¢l adulto. Como se
observa, las hembras virgenes tavieron una superviven-
cia del 50% menor que en los dos grupos restantes; sin
embargo, su longevidad fue mayor (NF=81d; FE =67
dyFl=734d).
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€ sicphanoderis tn feboratonio: hembras no fentilizadas
(NE). hembras fenilizadas dentro (1) y fuera (FE) de frutoes
de café El dia cero es cuando emergicron como sdultos

Oviposturaa

S ow W@ A O N D

L3 T ¥ T ¥ T T T T ¥ T T ARG Y
0 % # 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 VO TS 40
Fdad en dias

Fig. 2. Promedio de oviposturas por individuo (rango de cinco dias)
de tres grupos de hembras de C stephanaderis {lembras no
featilizadas (NF), hembeas fenilizadas dentro (FT) ¥ fucra
{FE)de frutos de café  Eldia cero indica la emecrgencia de fas
hemhras como adultos

Considerando que las hembras NF fueron, también,
las que menos ndmero de huevos pusieron (Fig. 2}, pero
més lonpevas, posiblemente porque la energia no
empleada en laovipostura les proporciond mayor tiem-
po de vida.

Produccion de huevos

Las hembras NF fueron capaces de reproducirse
partenogendticamente, dando lugar s6lo a machos
{arrenntokia), lo gue concuerda con Koch {12); al
contrario, la descendencia de las hembras fertilizadas
{ue bisexual. El periodo promedio de preoviposicidn
para las hembras fertilizadas fue dc4.8dy 3.6 d paraFE
y F1, mientras que para NF fue de 7 dias.

En la Fig. 2 se compara la capacidad de ovipostura
de los tres grupos en periodos de cinco dias, es decir, el

nimero acumulativo de oviposturas cada cinco dias,

aprecidndose que ¢l pico maximo se presentd en el
rango de 20 d a 30 d después de fa emergencia de las
hembras, y disminuyé graduaimente su produccidn con
¢l tanscurso del uempu. La fecundidad promedio por
hembra para cada grupo, es decir, el promedio de
huevos de una hembra durante su vida, tomando como
base el cohorte inicial de hembras ( 2 huevos/ X
hembras), fue de 66.3, 51.4 y 28.2 para FI, FE y NF
respectivamente,  Asimismo se determind que el pro-
medio de oviposturas fue notablemente mayor en
hembras fertilizadas (FI y FE ) que en no fertilizadas
{NF); las hembuias FI pusicron en promedio mas huevos
(1.32 hoevos por hembra por din), superando a las
hembras FE (1.26) y NF {(0.75). La hembta que produjo
mids huevos fue de! grupo FI, pues oviposiid 139 indi-
viduos en 66 d de vida, o sea, un promedio de 2.11
huevos por dia.

Al analizar los resultados para buscar si existia
diferencia estadistica por medio de la prucba U de
Mann-Whitney para el caso de muestras pequedas, en
que n2 = 20(18), no seencontraron diferencias (P>0.05)
en cuanto al ndmero de oviposiciones para FE y FI, pero
si se detecuron diferencias significativas (P<(1.03) de
estos grupos cn relacién con NF

Los resultados obienidos sugieren que la cdpula y/
o la presencia del semen en la espermateca tiene algdn
efecto estimulatorio en la fisiologia de las hembras, que
las incita a una mayor produccién de huevos. Al res-
pecto, de Wilde y de Loof (9) mencionaron que varios
estimulos recibidos durante el cortejo, la estimufacion
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tactil durante el acto copulatorio, el licnado de la esper-
mateca por espermatozoides y la estimulacidn de los
ovarios por secrcciones del macho, transferidas en el
liquido seminal, influyen sobre {a oogenésis oen la ovi-
posicion dircctamente, en insectos como Drosophila,
Aedes, Acanthoscelides, Laspeyresia y Pieris, entre
otros, por lo que ¢s probable que para C. stephanoderis
ocurra algo similar.

Parametros poblacionales

La representacion grifica de la supervivencia (Ix)
y su relacion con las hembras nacidas por hembra por
unidad de tiempo (funcidn mx), para los grupos FE y FI,
se presentan en la Fig. 3 en periodos de cinco dias.
Como se puede observar, mx fue mayor en hembras FI,
sin embargo, la prucha U dc Mann-Whitney (18) no
detectd diferencia estadistica significativa entre ambos
grupos (P>0.05).
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El valor r_ para el grupo de hembras FE fue de 45
y para hembras FI de 58.04; indicando que bajo condi-
ciones climdticas 6ptimas y excluyendo otros organis-
mos estaespecie es capaz de multiplicarse a simisma45
veces v 58.04 veces respectivamente, en cada genera-
cidn.

Elvalorr_fuede 0.1012 y 0.1067 para hembras FE
y FI respectivamente. Este pardmetro, como afirmd
Messenger {}4), es uno de los mas importanies en este
tipo de estudios, ya que es una caracleristica bioldgica
que describe la rapidez con que una poblacidn se incre-
menta cuando ocupa un medio o limitado en espacio y
alimento, y en ausencia de enemigos naturales. La
estimacion del r, muestra que C. stephanoderis posee
un buen potencial reproductivo.

Al resumir y comparar otros pardmetros pobla-
cionales (Cuadro 1), se puede visualizar el tiempo de
desarrollo en promedio de la progenie (TDPP), en que
se observa que la descendencia del grupe NF, consti-
tuida sdlo por machos, tuvo una duracidn de 19.64 d
+0.94 d de huevo hasia adulto; tiempo similar a la
duracién de la progenie de machos producida por
hembras FE (19.5d £ 0.72 d) y FI 20.25d £ 1.26 d).
Respecto al tiempo de desarrollo requerido por las
hembras, éste fue de 20.74 d+ 1.2d y 20.58d £ 1.0d
para los grupos FE y FI, en ese orden.

La tasa de reproduccién global TRG fue de 95.34,
83.76 y 61.47 individuos para los grupos FI, FE, y NF,
respectivamente; este pardmetro { Mx), a diferencia de
{a fecundidad neta, es el ndmero de huevos producidos
con base en la supervivencia diaria del cohorte, por
hembras de cada uno de los grupos.

El tiempo generacional (G) fue de 37.61 d y 38.06
d para hembras FE y FI, respectivamente. Estos valores
representan el tiempo promedio entre dos generaciones
sucesivas. Es decir, el que transcurre desde el naci-
miento de las hembras hasta el de sus hijos.

La tasa finita de multiplicacion A fue similar para
los grupos FE y FI, obteniéndose los valores calculados
de 1.10y 1.11 (hembra por hembra por dia). Este paré-
metro s¢ interpreta como el nimero de individuos-hem-
bra agregado a la poblacién por cada hembra, en una
unidad dada de tiempo. Finalmente, el tiempo de dupli-
cacién A?, es decir el tiempo requerido para que la
poblacién duplique su ndmero fue de 6.84 d (FE) y
6.49 d (FI).
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Cuadre 1. Parémetros poblacionales def parasitolde C. stephanodernis bajo condlciones de laboratorio.

Hembras NF Hembiras FE Hembras FI
n=15 n=7 n=18
ps =0 ps =N ps =7
ODPH (Huevos por hembra por d) 075 P27 32
TDPP(d) (d) machos 19.64 1950 2025
TDPP (d) hembras - 2674 2058
TRG (Huevos por hembra) 6147 83 76 95.34
£, (Hembra per hembra) - 4500 58.04
F. {H{embra por hembra por d} 01012 01067
G {d) 3761 3806
A {Hembra por hembra por d) 110 111
Al (d) 6 B4 649

NF=Hembras no fenilizadas; FE= Hembras fertilizadas fuera del fruto de café; Fi Hembras fenitizadas dentro del fruto de café; p.s.= Proporcidn scxual;
n= Nimero de individusos observados; ODPH= Oviposturas diarias promedio por hembra; TDPP= Tiempo de desarsollo promedio de la progenie; TRG=
Tata de repreduccidn global; r = Tasa neta de reproduccion; v_= Tasa intrinseca de crecimiento natural; G= Tiempo generacional; A = Tasa finita de

mulliplicacion; A= Tiempo de duplicacion

De acuerdo con la metodologia ulilizada, 1odos los
pardmetros anteriores fueron calculados sin tomar en
cuenia la mortalidad de inmaduros del parasitoide, por
lo que el valor de 1, que expresa el potencial reproduc-
tivo médximo de la especie, podria estar ligeramente
sobrestimado. Resulla obvio mencionar que los pard-
metros no calculados para hembras NF, se deben a que
no pueden dar origen a hembras. En el caso de las
hembras fertilizadas, no obstante la ligera variacién
existente entre sus parimetros estimados, exhibicron
tasas de crecimiento muy similares.

Baker et al. (4) realizaron un trabajo en ¢l que
hicieron infestaciones artificiales de la broca del café,
¢l cual les permitié estimar los pardmetros poblactona-
lesde H. hampei. Calcularonr = 24.95,G=44.17yr_
en 0.075; sin considerar los factores de mortalidad.

Si se comparan los pardmetros pobiacionales de /7.
hampei con los de C. stephanoderis, cs notable la
superioridad del parasitoide, lo cual, aunado a que C
stephanoderis depreda los huevos y larvas de fa broca
del café, hace suponer que su introduccion en México
y en otros paises de América Central tendria gran éxito
para combalir jos niveles poblacionales de /. hampel,
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Solid and Fluid Sugarcane Fertilization in Brazil'

L.C.F.da Silva*, A A Rodella**, ] O Filho¥** PH C Luz**t*

ABSTRACT

Sugarcane growers In Brazil have shown great inlerest in
using fluld fertilizatlon to reduce production costs. Nermally
aquammeonia, powdered KCI, rock phosphste, sulfuric and
phosphoric acld are used as raw materisls for preparing the
fertHizer suspenslon. The purpaose of this study was to compare
the behavlor of solld as compared to fiuld fertilizer on suparcane
in Brazil. For this, three trials In ratoon cane (where the aquam-
monla and ures sources were compared) and two trials In plant.
cane (where the behavior of different sources of NPK were
observed) were carrled out. From the resulis obtained, it was
possibie to conclude that the two nitrogen sources (aquammonia
and urez) showed simliar effects on sugarcane yield Increase,
Specificaliy for plant-cane, the different phosphurus sources In
NPK formulatlens showed that the effectiveness of phosphorus
respanse Is a function of the level of phosphorus solubllity, re-
gardless of fertllizer form (solld or fuld).

INTRODUCTION

g he State of S3o Paulo is the most important su-
garcane region of Brazil, with a cultivated area
of some 2 000 (00 ha,

Sugarcane growers in Brazil have recently shown
interest in using fluid fertilization to reduce production
costs (2),

Although fluid fertilizers have been used in Europe
and the USA for many years (4, 5), in Brazi} this form
of fertilization has only recently been employed, espe-
cialty in sugarcane,

1 Received for publication 22 Scplember 1988.

*  Fellow of Brazilion National Research Council (CNPq). TTA/
PLANALSUCAR, Araras, Siio Pauto, Bra.

i HA/PLANALSUCAR, Araras. Sfo Paulo, fira.

***  Fellow of Brazilian National Research Councit (CNPq) 1A/
PLANALSUCAR, Amras, Sio Paulo, Bra

weev TTAPLANALSUCAR, Arams, Sdo Paulo, Bra

COMPENDPIO

Los preductores de cafia de azicar de Brasil tienen interds
por ta utilizaclon de Fertillzacidn fluldy, con el {in de reducir los
castes de produccidn. Normalmente se usa squamonta, KCI,
rocas fosfatadas y defdes suifdrice y fésfore como fuentes de
materizies para preparar Ia suspension de fertilizantes. Este
estudlo compara el desempeiio de fertilizante sélido en refackin
con el fluide en cafia de azdear en Brasll, Seinstalaren tres ensa-
yos en relofie de cana, para comparar lis fuentes aguamonda y
ures, ¥ dos de planta de cafa, para observar o comportamicato
de diferentes fuentes de NPK. Los resultados de 1as dos fuentes
nitrogenadas mostraron cfectos semejantes en fa productividad
decafia deazicar. Especificamente para eafia en planta, ias dife.
rentes fuentes fosfatadas de formulucion N.P-K mostraron que
In respuesta al fosforo es funcidn de la cantidad de f6sforo sola-
ble, Independiente de fa forma de fertilizante (s6lide o fluido),

In general, the fluid fenilizers are prepared at the
sugar mill and alcohol distilleries using aguammonia,
rock phosphate, phosphoric acid, sulfuric acid and
powdered KCl1 as raw materials, In this way, rock
phosphate reacting with phosphoric and/or sulfuric
acid tends to decrease the cost of the fivid fertilizer; in
addition, the cost of nitrogen from aquamimonia is
fower than that of solid forms

Under Brazilian conditions, the efficicney of Muid
fertilizer in sugarcanc has nol been studiced in depth and
there are few data available in the lilerature; therefore,
studies comparing solid and Nuid {ertilizer in sugarcane
are required.

According to Wang and Li (6) and Davidson (3),
the diffcrent nitrogen sources (solid, liquid and gase-
ous) have shown the same cffoct in raising cane yicld,
provided the application is made with due care to avoid
N losses by volatilization.  Thus, all {ertilizers were
covered with a soil fayer as soon as they were applicd.

According to Bittencourt (1), it is possible 1o de-
crease phospharus fertilizer cost in sugarcane by using

Turrialba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 397 - 400
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mixture of phosphoric and sulfuric acids and rock
phosphate.

The objective of this research was to study diffe-
rent levels of fluid fertilizer on cane and sugar yields as
compared wilh the traditional solid sources, by means
of field trials in plant-cane and ratoon

MATERTAL AND METHODS

Five trials weie carricd oul 10 compare sugarcane
solid and fluid fertilization.

Two trials in a Haplustox soils and one trial in a
Tropudalf soil were set up at Santa Adelaide sugar mill
- SP to study aquammonia and urea on raloon Crops.

In Haplustox soils, two trials were carried out.
Onc received 100 m? vinasse/ha as the potassium source
and in the other, 130 kg K. 0/ha as KCl were used.
Vinasse is a liguid wasle malerial obtained from the
alcohol distillation process. One m® of vinasse is
cquivalent to 2 kg K 0. The varicty cultivated was
SP70-1143 first ratoon, and the trials were set up in
August 1984 and harvested in September 1985,

In Tropudalf soils, urea and aquammonia werc
studied, using 100 m? vinasse/ha as potassium source.
Variety NA56-79, first ratoon, was used. The trial was
set up in August 1983 and harvested in July 1984,

Table 1. Chemical soli analyses of trlals at Costa Pinto, Modelo
and Santa Adelaide sugar mills.

Supar mill pil P K Ca Mg Al C(%)
(ILO) ppm eq mg /100 mi—

Modcto
(Huplustult soil) 400 30 92 (50 032 133 055

Costa Pimo
{Quartzpsament soil) 520 11 26 055 052 022 052

Sta Adelaide
(Haplustox soil) 4 40 ¢ 23 016 005 134 045

Sta Adelaide
(Tropudalf soil) 540 12 26 250 120 0O1i 144

The split plot design was used for Lthe three ratoon
trials using four replications (blocks). The nitrogen
sources {urea and aquammonia) were considered as
primary treatmerts (plots), while nitrogen levels were
studicd as secondary treatments (subplots). Each sub-

plot consisted of seven 10 m rows. The three central
rows were harvested for canc yield determination.

Tables 2 and 3 show the different treatments. Only
the treatments with aquammonia were liquids.

Table 2. Treatments and average yleld results, Test F of the two
trials set up at Santa Adelaide sugar mill, ratoon cane,
in Haplustox soll.

Sources of N Sources of potassium-
vinasse H

nitrogen {kg/u) tcang/ha  tpolha teanc/ha  tpoltha

0 83 146 69 118
Urea 50 86 148 79 13.5
100 87 150 82 141
iS50 94 16.1 78 131
0 9 139 69 17
Aquammonia 50 86 152 75 127
100 84 144 6 128
150 87 14.9 74 124
Effects F values
Sources of N 239 1.37 28.89 44 Qu=
N* (lingar} 10 134+ 3197 + 7.44% 4 64*
N'" (guadratic) 001 am 737 597
Sources x N° 052 0.56 07 083

+ = significant at the 10% level
* = significant at the 5% level
** = significant at the 19 level

Table 3. Treatments and average yield results, F-test of trial set
up at Santa Adelalde sugar mill, ratoon cane, Tro-

pudalf seil.
Sources of N 1 cane/ha 1 polha
nitrogen (kg/ha)
0 93 134
Urca 50 92 132
100 96 137
150 97 140
0 Py 12.7
Agquamonia 50 80 13.0
100 93 i34
150 100 144
Effects ¥ values
Sources of N 045 086
N’ (lingar) 390+ 614*
N'' (quadratic) G606 070
Sources x N* 048 094

+ = signthcani al the 1% jevel
* = significant m the 5% level

Two trials were set up (in Happlustult soil at
Modelo sugar mill and in Quartzpsament soil at Costa
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Pinto sugar mill) to study NPK fluid as compared 10
solid fertilization of sugarcane (plant-cane).

Variety NAS6-79 was used aL Modelo sugar mill
(planting in April 1984 and harvest in June 1985) and
SP70-1143 at Costa Pinto sugar mill (planting in March
1984 and harvest in June 1985).

A randomized block design with four replications
was used for plant-cane, Each plot consisted of seven 15
m rows, The three central rows (10 m) were considered
for cane yield determination. The treatments for plant-
cane are presented in Table 4.

Table 4. Treatments, average yleld results, and ststisticat
analyses of plant cane of trials sel up at Modelo sugar
mill, (Haplustult solf) and Costa Rica sugar mill
{Quartzpsament soll).

Treatment Form

N Pp, KO

{kafha)
A.Control & 0 0 -
B Urea + KCl 60 0 120 solid
C.Urea + single
superphosphate + KCl 60 150 120 solid
D.Aquammonia + KCl 60 0 120 fluid
E5-15-15 60 150 150 fluid
F.Urea + FAPS® + KC1 60 150 120 solid
G.Ures + Rock
phosphate @ + KC1 60 150 120 solid
Treatment Modelo Cosa Pinto
SugarMil ] Suagar Mill
tcanctha tpoltha  tcanefha tpolha
A. Control 150 197 62 106
B. Urea + KCl1 158 200 73 12.5
C. Urea + single
superphosphate + KCE 179 235 14 i7.4
D Aquemmonia + KO §61 213 64 1.0
E 5-15-15 177 2315 102 177
F. Urea+ FAPS+ KCL 168 222 81 141
g- Urea - Rock phosphate @
+ KCl 161 215 13 131
Test F 18.26%* 7.28% 32 12%+ 25 55
MS.D. (5%) 1t 240 26 489
M.S.D. (19%) 13 250 k) 589
CV. (%) 3 5 13 14

(1) 20% PO, towl 5% PO, soluble in water
(2) 40% PO, tuwl, 1% P,0, soluble in water
** gignificant at the 1% level.

A double-row furrower was used for applying fluid
fertilizer in plant-cane through a peristaltic pump driven
by the tractor’s wheels. Tominimize nitrogen losses by

voiatilization, the fluid fertilizar was slightly buricd in
the botion of the furrow,

Forratoons, fluid fertilizer was applied subsurf{ace
(20 cm) using a shank in both sides of the row, by means
of equipment which performed fertilizer application,
subseiling and harrowing simultancousty. A centrifuge
pump was used for applying the fertitizer,

Solid fertilizers were applicd manually in all Lrials,
banded on the row and covered with soil 1o avoid losses
of N by volatilization.

Climatic conditions may be considered normal for
all trials, considering the average of rainfall, solar
radiation and maximum and minimum temperatures of
the last 10 years.

Table 1 shows the chemical soit analysesof trials at
Costa Pinto, Modclo and Santa Adclaide sugar mitls.
Determination of pH was effccted using a soil- water
ratio of 1:2.5. Phosphorus and potassium were cx-
tracted with 0.5 N H,50,. Calciurn, magnesium alumi-
num were extracted with 1.0 N KCl

RESULTS AND DISCUSSION

Results in terms of cane and sugar vield are shown

'in Tables 2, 3, 4 and 5 Table 2 shows that, in the

Haplustox soil with vinasse, there was a lincar cane
yicld increase with nitrogen fertilization. Both nitrogen
sources (aquammonia and urca) showed the same be-
havior in sugarcanc nutrition.  Similar clfects were
observed in terms of tons of pol/ha.

In the samec soil, but using KCl as the source of
potassium (Table 2}, a quadratic effect of nitrogen on
cane yicld was obscrved, the urca showing beller results
than aquammonia. However, the comparalive magni-
tude of the responses between the different nitrogen
sources was very low.  These tendencies were also
{found for t pol/ha.

In Tropudalf soils {Tablc 3), the sugarcane raloon
showed a lincar response o nirogen fortilization in
terms of cane and sugar yiclds. The trial comparative
did not reveal any difference between the two sources.

The three ratoon trials did not reveal any signifi-

cantinteractions between nitrogen sources (solid urea x
aquammonia) and dosages.
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Although the nitrogen sources showed differences
in their physical and chemical properties, the effects on
cane and sugar yields in the three ratoon trials were
similar, This is in agreement with Wang and Li (6) and
Davidson (3). Considering that the price of nitrogen in
aquammonia is lower than in urea, the feasibility of
aguammonia utilization in sugar cane fields becomes
more evident. Presently in Brazil, aquammonia costs
are 15% lower than urea.

Plant-cane results (Table 4) showed the same re-
sults in terms of nitrogen. Table 4 also show that the
highest yiclds were obtained when the NPK solid for-
mulation (urea, single superphosphate and KCC} and
the fluid formulation, (5-15-15) completely soluble,
were used.

The yields obtained when partially soluble phos-
phorus (treatment F} and rock phosphote (treatment G)
were used in the furrow were lower than those of
soluble forms in both trials. These observations are not
in agreement with those obtained by Biltencourt (1},
which showed economic advantages of the mixture of
rock phosphate and H,PO, in fertilizing plant-cane.

CONCLUSIONS

1. Urea and aquammonia showed similar increases in
cane and sugar yields.

2. Thedifferent phosphorus sources used for NPK fer-
titization of plant-canc showed that the cfficicncy
of phosphorus is only rclated to the amount of soluy-
ble phosphorus, regardless of form, fluid or solid.
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Eight Year Results from Provenance Trials of Pinus caribaea var.
hondurensis, P. oocarpa and P. tecunumanii in the

Valle del Cauca, Colombia!

ABSTRACT

Five trials of provenances ard families within provenances
of Pinus caribaea var, hondurensis, P. oocarpa and P. tecunuma-
nii were planted in 1982 at sltcs in the deparfment of Valle del
Cauca, Col., using seed supplicd by the Oxford Forestry Insti-
tute. The elghi-year measurements were analyzed to evaluate
provenance and family differences for helght, diameter outside
bark and volume under bark. Families and provenances were
significantly different (p<0.01) for the three traits in every trial.
The provenances of Rafael and Yucul from P. fecunumanii
produced, respectively, 34% and 54% more voltine per treethan
the commercial control of P. eocarpa from Ma! Paso, Gun, The
provenances of P. caribaea var. hondurensis generally dld not
produce as much volume per tree as the commercizf contrel of .
gacarpa.

INTRODUCTION

ne of the first stages in a tree improvement
program is the testing of species and prove-
nances. Trials of this type with exotic and
native species have been underway at Smurfit Carton de
Colombia (SCdeC) for over twenty years (5, 11, 15).
Coordinated collections and distribution of seed for
trials of pines have been undertaken by numerous
organizations, including CAMCORE (Central Ame-
rica and Mexico Coniferous Resources Cooperative)
and the Oxford Forestry Institute (OF1). Seed for the
trials reported in this paper was collected and distri-
buted by the OFI, an cffort they have underiaken since
1963 (1).

In contrast 1o many agricultural crops, the taxo-
nomy and natural ranges of many tropical pine species
are imperfectly documented at present. This is espe-
cially true of the pines indigenous to Mexico, the Ca-
ribbean and Central America. One example of this is
the species P. oocarpa Schiede. Several of the original

1 Received for publication 10 January 1992

*  Manager, Forestai Research, Smurfit Canton de Colombia AA
6574, Cali, Col

JA Wright*

COMPENDIO

En 1982 se establecleron en el departamento del Valle del
Cauca, Col, clnce ensayos con famillas de P. caribaea var.
hondurensis, P. vocarpa y P. lecunumanii. Se analizaron las
medlclones a los ocho 2iios de edad por diferencias de proceden-
clas y famillas para fas caracteristicas: sltura, difmetro con
corteza y velumen por drbol sin corteza. Las famlllas y las
procedencias fueron diferentes estadisticamente (p<0.01} para
las tres en cada sitio. Las procedencias Rafacl y Yucul de P.
tecunumanii produjeron, respectivamente, 34% y 54% wmds
volumen por drbol en comparacién con el testigo de P. oocarpade
Mal Paso, Gua. Lasprocedencias de P. caribaea var, hondurensis
produferon menos volumen por &rbol que el testlgo de P. oscarpa.

OFI collections of this species (8) have now been re-
classified as P. patula Schiede and Deppe spp. tecunu-
manil (Eguituz and Perry) Styles (2, 14) while other an-
thorities would refer 1o this species as P. recunumanii
(6). Debate about taxonomic classification will under-
standably continue, being essential for the employment
of taxonomists. However, the acceptable growth raies
and form characteristics of P. tecunumanii indicate its
potential across arange of sites (3,4, 17,18,21,22,23),
In addition, the wood density of P. tecunumanii has
been shown to be adequate (16) and its pulp and paper-
making properties compare favorably with other pine
species grown under similar conditions (20).

MATERIALS AND METHODS

Trials of family within provenance of P. caribaea
var. hondurensis Barrett and Golfari, P. cocarpa and P.
tecunumanii were planted in 1982 in the department of
Valle del Cauca, Col. Details of the trial sites are listed
in Table 1. Provenance details are included in Table 2
while full descriptions are given in Greaves (7, 8).

The trial design was six-tree line plots with three 1o
nine replications at a spacing of 3.0 m by 2.5 m. The
trees were fertilized at planting and weed competition
was controlied with herbicides.
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Table 1. Climatic and geographic details of trial sites in the department of Valle del Cauca, Colombla.

Species Site Lat, Al Mean Ann. Mean Ann.
CN) ({masl) Precip. Temp.
{mm} 0
P caribaea var Aguaclara 3.67 1400 1 000 i9
handurensis La Suiza 383 1500 1200 20
P oocarpa and L= Suiza 383 1600 1200 20

P tecunwnanii

Table 2. Climatic and geographlc detalts of provenances included in trials [n the department of Valle det Cauca, Col.
Species Provenance No. Lat. Al Mean Ann. Mean Ann.
Fam. {"N} {masl) Precip. Temp.
{mm) Q)
P caribaea var. Alamicamba 4 13.57 20 2610 213
hondurensis Araslaya 3 1875 10 2654 -
Culmi 8 1510 600 1325 243
Guanaja 16 16 47 50 21308 27.1
Karawala 16 1297 10 3397 26.4
Limones 16 14.05 700 663 222
Mountain 16 17,00 400 1558 239
Pine Ridge
Queensland B*
Ric Twas 1 15.80 10 - -
P oocarpa Angeles 16 14.12 1300 920 202
Bucaral 13 15.02 1150 900 216
Bonele 15 12 83 950 922 214
Dipilto 4 1372 1100 1143 214
Mal Paso 16 1518 1000 1 BOO 224
Siguatepeque 16 1453 1100 1247 199
Commercial -
Mal Paso,
Guatemala
P tecunumanii Rafael 6 1323 1200 1366 208
Yucul 16 12.92 900 1394 224
P kesiya Commercial -
Phillipines
P merkusii - 1

*The Queensland source of P. caribaea var. hondurensis is derived from Mountain Pine Ridge, Belize

Due to the number of families available within a
species, the irials were planted so that no more than 50
families were present in any one trial, Thus, there are
two trials for each of P. caribaea var. hondurensis and
P oocarpa and P. tecunumanii at La Suiza, In Agua-
clara, all of the available families of P. caribaea var.
hondurensis were included, though the family repre-
sentation differs from that at La Suiza (Table 2).

The statistical mode! was mixed with provenances
fixed and families random in agreement with Crockford
et al. (3) and Kanowski and Nikles (10). The data were
analyzed for height{H) and diameter outside bark at 1.4
m above ground{D) and volume inside bark(V). Indivi-

dual tree volumes were derived from the formulas of
Lopez (13), as follows:

— Volume with bark (VB) = H x (0.0002 + 0.01364 x
D+0.30593 x Dx D),

— Percentage bark (B) = 70.83 - 93.51 x Square root
{VB)+41.12 x VB,

— Volume inside bark (V) = VB x {1-B/100).
Increment cores of & mm diameter were removed

at breast height from two trees of average diameter in
each replication for all of the P. tecunumanii families
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Table 3. Mean square values (MS) and percentage variance accounted for (VC%) for height, diameter ontside bark at eight yearsand volume
Inside bark at age elght years for provenances and famiiles of P. oocarpa and P. tecunumanii at La Sulza.

Trial 1.
Height{m) Diameter{cm) Volume (m*)

Source df MS VC% MS VC% M3 VC%
Replication ] g e 30 HYw*= 10 0 029%+ o8
Provenance 5 252w% 64 [74%* 20 0.14qnws 30
RepxProv 39 20nw a2 23 NS 04 02 NS 0.6
Family(Prov) 43 42%%* 68 3k 42 0 042% %% 56
RepxFam(Prov) 343 Fhhdd 02 19NS 06 0009 NS 7.8
Resideat 1677 8 804 18 1.8 0.009 822
Total 2115

Trisl 2

Height(m) Diameter{cm) Volume (m’)

Source df MS VC% MS YC% MS VC%
Replication 8 G s 12 7= 04 oo 02
Provenance 5 S45%%% 106 O58%ws 94 .995+xw 14.3
RepxProv 40 Kvidid 42 19 0o 0013 0.2
Family(Prov) 44 285w 23 Gorue 35 0 Qg34s~ 30
RepxFam(Prov) 343 K 6.0 22 08 0.014 0.1
Resgidual 1624 9 757 21 859 0014 822
Total 2073

Table 4. Mean square values (M8) and percentage variance accounted for (VC%) for height, dinmeter outside bark and velume instde bark
at nge eight years for provenances and fomities of P. caribaea var. hondurensis ot La Suiza.

Trink 1.

Heighi{m} Diameter{cm} Volume {m?)
Source df MS VC% M3 V&% MS VC%
Replication 5 13Gwww 4.4 3G 02 0 (48%* 17
Provenance 6 253%ku 7.2 44g4*» 72 0.182%*= 74
RepxProv 30 Y AR 13.8 Eg*r* a7 0.030%** 68
Family(Prov) 39 2B%¥ 35 R 32 0.023%*¥ 28
RepxFam({Prov) 190 12 NS 69 23 NS o7 0069 34
Residuoal 1 036 7 64.2 22 840 0007 R
Total 1306
Trial 2

Height(m) Diameter{em) Volume (m?)
Source df MS VC% MS VC% MS VC%
Replication 7 J5Gren 138 102%w» 16 0162+ 51
Provenance 5 163%*+ ER:! 200% 24 A SWALL 22
RepxProv 34 J1es 85 21 NS 02 0014* i49
Family(Prov) 39 19%= 14 GO** 39 (029%=x 27
RepxFam({Prov}) 271 I Rl 59 22 NS 17 D011* 23
Residual 1347 7 6740 20 50.2 0009 28
Total 1703
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Table 5, Mean square values (MS) and percentage varfance accounted for (VC%) for helght, diameter outside bark and volume inslde bark

at age eight years of age for provenances and families of P. caribaea var. hondurensis at Aguaclara.

Height{m) Diameter{cm) Valume (m*)

Source df M3 VC% MS VC% MS V%
Replication 2 J48%*™ 225%** 13.4 Q0594 234
Provenance 9 45%kx 15( e Qo14ne 1.3
RepxProvi 6 Qe 19 12 NS 0.004* 22
Family(Prov) 27 2pum* 127 (SR 0.007%** 56
RepxFam(Prov) 35 2 1.2 20NS 0.002 0.8
Residual 338 3 488 14 732 4.002 66.7
Total 418

Table 6. Mean values for survival percentage (8), helght (H), dlameter autside bark (D}, velume per tree (V) and gravimetrle density (G} at

eight years of age for provenances of P. oocarpa, P. tecunumanii and P. kesiya at La Suiza,

"Trial 1

Trial 2

Provenance 3 H D v 3 H D \Y G

(%) () {em) {m*) (%) n) {em) ) (kgim®)
P. oocarpa 80 i67 193 0164 87 I7 1 200 0183 397
Anpeles 74 170 195 0184
Bucaral 6 16 4 189 0.164
Bonete 80 156 19.6 0172 4 161 189 0.167
Dipilto % 18.3 211 0235
Mal Paso 10 168 139 0.165
Sipuatepeque 80 173 193 0.180
P tecunwmanii
Rafael 8O 17.8 219 0245 372
Yucul 7 192 224 0281 379
P kesiya 81 155 214 0.204 3i5
Trial Mean 84 16.8 194 0178 79 177 206 0219
Sundard Error - 07 o7 0015 - 08 (.6 0ot7

and for the commercial controls of P. kesiya and P,
oocarpa. 'The increment cores were measured for
length to calculate green volume; following extraction,
the dry weight of each core was used to calculate
gravimetric density.

RESULTS AND DISCUSSION

Results for the analysis of variance are given in
Tables 3 10 5. The level of statistical significance is
indicated by *, ** or ***_ for the levels of 0.05,0.01 or
0.001, respectively. The mean survival for provenan-
ces in each trial is given in Tables 6 to &, along with

provenance mean values for height, diameter, volume
and gravimetric density, but no statistical comparison
was undertaken on survival or gravimetric density data.

Provenances and families were significantly di-
fferent (p<0.01) for height, diameter and volume in all
the trials. However, the residual term accounted for
most of the variance in these trials. This would indicate
a large amount of variation within plots, which is to be
expected for the traits reported (3). The interaction
between replication and family was significant for vo-
Tume (p<0.05) in P. caribaea var. hondurensis at La
Suiza, but not for the other trials.
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The provenances Yucul and Rafael from P
tecunumanii produced, respectively, 54% and 34%
more volume per tree, than the commercial control of P.
oocarpa from Mal Paso, Gua. The only provenance of
P. oocarpa o approach the volume production of Yucul
and Rafael was Dipilto. Crockford et al. (3) also found
the Dipilto provenance to perform well. None of the
provenances of P. caribaea var. hondurensis appro-
ached the volume per trec of the control of P oocarpa

from Mal Paso, Guatemala. The P. merkusii Jungh. and
de Vriese included in these trials had very poor survival,
although there is norecord of the exact seed source. The
P. kesiya source grew well in the trials at La Suiza,
where its volume exceeded that of P. oocarpa. This
species was not planted in the trial at Aguaclara but a
large trial of P, kesiya has since been established in that
area.

Tahle 7. Mean values for survival percentage (S}, height (H}), dlameter outside bark (D) and volume per tree (V) at elght years of age for
provenances of P. caribaea var, hondurensis, P. oocarpa and P. kesiya In La Sulza

Trial i

Provenance s H D S H D \'

(%) {m} {cm) (%) (m) (em) ()
P caribaea var
hondurensts
Alamicamba 85 20 i9.5 124
Arasiaya 82 17 6.1 0055
Culmi 81 141 224 0.194
Guanaja 15 105 206 0.127
Kamwala 80 103 9.6 0107
limones 83 I3 212 0.140 8O ix5 213 0.160
Mountain X 131 215 0.170
Pine Ridge
Queensland 83 19 27 0.160
Rio Twas 78 02 18.8 014
P ovearpa 81 1192 37 0208 82 148 203 0.161
P merkusii 38 135 189 0.123
Trial Mean 80 1.6 202 (123 79 130 213 0.166
Standard Error - 13 i3 aoz7 - 08 0.7 0.017

Tabte 8. Mean values for survival percentage (8}, height (H), dinmeter outside bark (D) and volume per tree (V) at elght yesrs of age for
provenances of P. caribaea var. hondurensis, P. oocarpa and P. merkusii in Apuaclara.

Provenance S H D A
{%) {m} (em) (m™)

P caribaea var

hondurensis

Alamicamba 98 G.91 659 0.071

Araslaya 89 651 20 0031

Culmi 91 109 191 0.099

Guanaja 83 9.5 159 0.062

Karawala 89 100 176 0.079

Limones o1 99 171 0074

Mountain 71 102 187 0089

Pine Ridge

Queensland g3 103 179 0.088

P oocarpa 78 118 190 0103

P merkusii 13 95 180 0067

Trial Mean 83 99 173 0.078

Swundard Ermor - 0.5 0.6 0.011

Turrlalba Vol. 42, No. 3, 1992, pp. 401 - 407



406 TURRIALBA: VOL. 42, NUM., 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1992

Ladrach (11, 12) also found the Yucul provenance
1o be among the best for volume production per tree
when evaluated at age eight years, In the department of
Cauca, Yucul was among the best provenances for
height growth at age three years (9). The trials analyzed
in the present study provide new material for inclusion
in grafied seed orchards and give an indication of
volume productivity on sites previously umtested.
Numerous trials of families within provenance of P.
tecunumanii have now been established with seed from
CAMCORE. These trials will provide a wide genelic
base from which to develop a iree breeding program for
P. tecunumanii.

The average volume per tree in the La Suiza trial of
P. caribaea var. hondurensis was almost twice that
from Aguaciara. As management and overall genetic
composition of the two irials were similar, it appears
that the climatic and/or edaphic conditions are better at
La Suiza.

The mean gravimetric density (Table 6) of P,
kesiva was 20.6% less than that of P. oocarpa and
confirms previous findings in Colombia (12). The
Rafael and Yucul provenances of P, tecunumanii were
respectively 6.8% and 4.5% lower in gravimetric den-
sity than the P. cocarpa commercial control. The
supetior volume growth of P. tecunumanii would result
in considerably more dry tons of wood produced per
hectare when compared with P. pocarpa, as has been
observed in other OFI trials (19).

CONCLUSION

No further work is anticipated with P. caribaea
var. hondurensis at these altitndes, though the species
does grow well in the Llanos region of Colombia.
Selections have been made in the best families of P.
tecunumanii and these will be included in grafted seed
orchards, Seedof P. tecunumanii is presently imported
from several provenances in Central America for ope-
rational plantations. Smurfit Carton de Colombia no
fonger operationally plants P. oocarpa, although a
breeding base in trials and seed orchards is maintained.
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NOTAS TECNICAS

Hospederos Alternos en Pentatémido:
Implicaciones en el Manejo de Plagas '

ABSTRACT

Alternate hosts for three pentatonide: Oebalus ornatus
(Saller), Mormidea pictiventris sp., and Mormidea maculata Dal-
las, affecting rice In the Valie del Cauca Department, Col., were
identlfled. Eleven weed species were Identilied as alternate hosts
for the three pentatold. Ten of the weed species belonged to the
Gramincae, while only one weed belonged to the Cyperaceae.
Weeds of the genus Echinochloa spp. and Paspalum spp. were the
preferred alternate hosts for three pests studied. The widest host
range was sbserved for P. ernatus, while the other two pentato-
mids shaved a similar host range.

Palabras clave: Insecta, pentatémidos Oebalus, Mormidea,
hospedantes alternos, malezas.

INTRODUCCION

1 uso del concepto “mancjo integrado de
plagas” implica la utilizacion de todas las
tdcticas disponibles con el fin de eliminarias,
con un menor costo y bajos riesgos para el aplicador y
¢l medio ambiente. Puesto que las malezas sirven de
alimentacién y albergue para lasplagas, laidentificacion
de los hospedantes alternos de éstas es de gran im-
portancia para el desarrollo de programas de mangjo
integrado de plagas (MIP) y mancjo intcgrade del
cultive (MIC).

En las Américas, Echinochloa colona (L.) Link es
la maleza con distribucién mas amplia y se considera
como hospedante alterno para varias especies de insec-

1 Recibido para publicacién ¢l 24 deo junio de 1992,
Los nutores agradecen la asistencia de Eugenio Tasedn, por la
identificacién de malezas, y de Myriam C Duque, por el andlisis
estadistico. También 1as criticas a un borrador de este manuscrito
de S L Lapointe A Fischery F Cucvas

*  Programade Arroz, CentroIntemacional de Agricuitura Tropical
{CIAT), Apantado Adreo 6713, Cali, Coj

E. Daza*, A. Pantoja”’

COMPENDIO ™

Se dentiffcaron los hospedantes allernos para tres
especies de pentatémidos: Oebalus ornatus (Seller), Mormidea
pictiventris Stal, y Morlidea maculaia Dalias, que son plagas del
arroz en el Valle del Cauca, Col. Se ldentificeren malezas
hespedantes para estes tres pentatémidos. Diez de las malezas
identificadas pertenecen & In familla Gremineae y uns 2 la
Cyperaceae. Las gramineas perteneclentes a los géneres Echino-
chloa y Paspalum fueron los hospedantes preferidos por las tres
especles de pentatémidos estudindos. O. ormatus presentd el
mayor vango de hospedadores, mlentras que las dos restantes
especles presentaron un rango mids bajo o simliar,

tos (2). En Colombia, la presencia de Echinochloa spp.
favorece la migracién temprana de chinches y estimula
el aumento de la poblacién durante el comienzo de la
floracién del cultivo de arroz (8).

En la zona del Tolima, Digitaria sanguinalis (L.}
Scopy E. colona fueron reportadas (3) como hos-
pedantes alternos de Mormidea sp.; otra graminea,
Turnera ulmifolia L., es hospedante de Euschistus sp.
(3). Hernéndez y Parada (4) sefialan que, en ausencia de
arroz, ese pardsilo puede sobrevivir en Leptochioa
filiforis. En Cuba, Meneses y Sdnchez (5) informan
sobre 22 especies de malezas de las familias
Poaceae y Cyperaceac como principales hospederas de
0. insularis y destacan la especie E colona por su
abundancia y la preferencia del O, insularis.

En el estado de Louisiana (EEUU.), Ocbalus
pugnax (Sailer) mostré preferencia por ¢l Paspalum
urviflei sobre arroz Steud (6). Otros hospedadores de
0. pugnax, en orden decreciente de seleceion, fueron:
Brachiaria platyphilla (Griseb.) Nash, Digitaria
ciliaris (Retz), £ colonum y P. dilatatum Poir (6).

En Puerto Rico, Franqui et al. (1) histaron diez
especies de malezas como hospederos alternos de cinco
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especies de pentatOmidos recolectadas en campos de
arroz. Nueve de las malezas pertenecen a la familia
Gramineae y una, Cyperus iria L., a la familia Cypera-
ceae,

Este estudioidentificaalgunos hospedantesaliernos
de tres pentatdmidos, en campos comerciales de arroz
en el Valle del Cauca, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Para establecer ¢l rango de hospedantes aliernos,
se realizaron observaciones en campos comerciales
durante diferentes horas del dia. Se identificaron, como
hospedantes alternos, malezas en las que se encontrd ¢l
insecto alimentdndose u ovipositando. Los pentatdmi-
dos y plantas observados fueron recogidos y trans-
portados hastael laboratorio paraestablecer su identidad
taxondmica.

Con el propdsito de correlacionar ia presencia de
malezas con la aparicidn de pentatdémidos, se examina-
ron 687 campos comerciales en la zona del Valle del
Cauca. En cada campo se tomaron 300 pases de jama
yseclasificdlamalezaen el campo, segin su abundancia,
en alta, baja o ninguna. La presencia de Q. ornatus
(Sailer}, especie mas abundante en Ia zona, en campos
cony sin malezas, fue comparada mediante 1a pruebade
T, Para realizaria se consideraron los campos con baja
y alta maleza como una categoria (enmalezados).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron 11 especies de plantas como hos-
pederos alternos de Q. ornatus, Mormidea maculata
Dallas y M. pictiventris Sial (Cuadro 1), Diez de las es-
pecies de malezas pertenecen a la familia Gramincae y
una a Ia Cyperaceae. Los géneros Echinochioa sp. y
Paspalum sp. fueron los hospedantes preferidos por las
tres especies de chinches, La especie mas numerosaen
el Valle del Cauca (0. ornatus) (7y mostrd el mas am-
plio rango de hospedadores. Las otras dos especies, M.
pictiventris y M. maculata, presentan un rango de hos-
pedantes menor y similar. Entre las malezas estudiadas,
O. ornatus prefiere las plantas del género Echinochloa
spp. Laespecie E. colona resultd ser lainica hospedera
comiin a . ornatus, M. pictiveniris y M. maculata, lo
cual sugiere que 1a presencia de esa maleza en arrozales
puede inducir al desarrollo de poblaciones de estas tres
especies de pentatémidos. Laamplia disiribuciénde E.

colona(2) podriaserun facior que influyaen la seleccidn
de csta planta como hospedante para las tres especies de
pentatdmidos aqui estudiados. £ colonatambién acoge
otras especics de chinches que atacan el arroz {1, 5).

M. pictiventris fue ¢l inico pentawimido que se
alimentd de Paspalum virgatum (L) y P. conjugatum
Bergins, micentras que P plicatulum Michaux y E
polistachia H.B.K.S. sélo sirvieron de hospedadores a
M. maculata, Rhynchospora corymbosal.. fue la dnica
Cyperaceae que sirvid comao hospedante alterno de 0.
ornatus y M. maculata. La preferencia por las grami-
neas cn relacidn con la familia Cyperaceace puede atri-
buirsc a la mayor densidad de gramineas durante ¢l
pericdo de estudio. Es importanic sefalar que lafalia de
malezas de hojancha en este cstudio se debe a su au-
senciaen ¢l campo. L.os herbicidas usados para ¢l arroz
son selectivos, eliminan plantas de hoja ancha pero
permiten fa supervivencia de algunas gramineas,

Cuadro 1. Plantas hospederas pars tres especies de pentatémi-
dos que afectan el cultbvo de arroz en ol Valie del
Carca, Col. (1990}

Plantas hospederas Especies®
{Familia/Especic) Nombre cormin oo Mp Mn
-Gramineac
E. colonum (| } Link Liendrepuerco X X X
E. eruspelli (L) Beauv  Arrocillo X -
E. cruspavonis (HBK) Arrocillo X
£ polistachia
(H.B.K.) Hitch Pasto alemin X -
P virgatum Paja toruns - X
P conjugatum Bergias  Grama comtin X -
P distichum L Grama colorada X
Eriochloa poystechya
HBK Janeire - X
Hymenachne
amplexicaulis
(Rudge) Nees Cafizo scudtice X
~Cyperaceae
Rhynchospara
corymbosa 1. Conadora X . X
Leyenda:
*Oo = O ornaius
Mp = M pictiventriv

Mn.= M maculaia
X = Indica plama hospedera

Indica planta no hospedera

H

La presencia de los hospedantes alternos encon-
trados en este estudio en campos comerciales de arroz
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puede ser de importarcia para el desarroilo y supervi-
vencia de las poblaciones de estas ires especies de
chinches. La existencia de malezas en los alrededores
y en el campo de arroz permile el desarrollo temprano
de poblaciones de chinches, y promueve la emigracién
desde las malezas al cultivo (1, 8). Ademds, campos
enmalezados presentaron una poblacidén sipnificativa-
mente mayor (P = 0.05) de O. ornatus, que campos
libres de malezas; eso demuestra la importancia que
tiene la presencia de malezas en la aparicién de penta-
tomidos en un arrozal. El control de malezas en el
cultivo del arroz y sus alrededores puede contribuir a
mantener bajas las poblaciones de chinches.

CONCLUSIONES

La informacidn gue se provee en este estudio es de
importancia para los técnicos de campo y los agrical-
tores arroceros. Esta informacion servird, ademds, para
el desarrollo de programas relacionados con el manejo
de plagas (MIP) y el manejo del cultivo (MIC).

Se determiné que las gramineas perlenccientes a
los géneros E. paspalum son los hospederos preferidos
por los tres pentatdmidos estudiados. Por lo tanto, la
presencia de estas malezas podria aumentar la densidad
de pentatdmidos en los arrozales. Un total de 1 malezas
hospedantes fueron identificadas para los tres pen-
tatdmidos estudiados.
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Efecto de los Protozoarios sobre la Nodulacion en Frijol
(Phaseolus vulgaris)®

ABSTRACT

A study was conducted to determine the effect of a soil
flagellate on survival and multiptication of Rhfzobium lepumino-
sarum blovar. phaseoli and on nodulation of cominon beuns
{(Phaseolus vulgaris) var. Mexico 80 grown [n growth pouches
under greenhouse conditiens, The plant growth selution In the
pouches was noculated with Rhizobium steain CR-409 (CIAT
166} at two densftles T x 10 and I x 10 bacteria ml? with and
without protozoa (1 x 10° and m!™", Each growth pouch had two
plants and each treatment consisted of four growth pouches
{replicates). Bacterial counts were made on yeast extract manni-
tol amended with § ppm of brilfiant green and the protozoa
threugh the mest probable number technigue at days 6, 2, 4, 6
and B after the treatments were applied. Protezoa reduced the
population of bacteria in comparison with the controls with no
protazos at both rates of bacterial Inoculation; there was an
increase in the protozean population only at the high rate of
inocolation. The decrease In the number of bacterla was also
concomlitant with a decrease in nodulation, measured as noduale
dry welght per plant, from 35.5 mp to 19.6 mg at the low rate of
inoculation and from 12.8 mg to I 4 mg at the high rate of
Inoculation. Reasons for the difference between the two ratesare
discussed. The data presented support the view that protozoea
may negafively affect nodulatlon.

INTRODUCCION

a multiplicacidn de bacterias del género
Rhizobium en la rizésfera antecede a la infec
cién y formacién de los ndédulos radicales en
las leguminosas capaces de formar simbiosis (8, 10). En
estas estructuras se dan las condiciones fisioldgicas
adecuadas para que los bacteroides realicen la fijacién
biologica del N, proceso de relevancia ecoldgica y
agrondmica,

1 Recibido para publicacién el 15 de junio de 1990,
El presente trabajo {ue tealizade con fondes del Proyecto VI-
733-86-107

* Centre de Investigaciones Agrondmicas, Universidad de Costa
Rica, CR

0. Acupa®, C. Ramirez*

COMPENDIO

Seevalud el efecto de un flagelado (protezoarie), alslado del
suelo, sobre la supervivencia y multiplicaclén de Rhizobium
leguminosarum biovar. phaseoli, y Ia noduizcién en frijol comdn
{(Phaseolus vulgaris) var. México 80, cultivado en bolsas de
crecimlento para plantas, en condiclones de Invernadere. Se
Inoculd 1a solucién nautritiva con 1a cepa de Rhizobium CR-409
{CIAT 166) en dos nlveles finales de fa poblacién, 1x 104y 1x10*
bacterias por milllitre de medie, con y sin protozoarios Inoculs-
dos (I x 10%) por miilliitro. En cada bolss de crecimiente se
sembraron dos pliatulas del frijol; en total se dispuse de coatro
bolsas (repeticlones) por tratamiento. Sereallzaren recuentos de
bacterias en agar, levadura manitol mds verde brillante (5 ppm)
¥ de protozoarios mediante Ia téenlea del ndmero mds probable,
nlos 0,2, 4, 6y B dias despuds de aplicados los tratamlentos. La
presencia de protozoarioes redujo ta poblacién de las bacterins en
relaciGn con los tratamientos sin protozonrios en ambos niveles
delndculo, solo en el case del alto Indeulo bacterial hubo aumento
deia poblacién de protozoaries. La disminucién de la poblacton
bacteriana fue acompaiada de una disminueién en fa nodulaclén
en ambos casos, de 35.5 mg en peso pero seco de nédulos por
planta 3 19.6 mg en el bjo indeulo y de 12.8 mg a 1.4 mg en ef alfo
infcufo bacteriano.

La colonizacion de la rizédsfera del frijol v, tal vez,
de otras leguminosas por Rhizobium, previa a la infec-
cién y formacién de los nédulos, podria determinar en
gran medida el éxito de la inoculacién; pero ha sido
poco estudiada.  Factores fisicoquimicos y bioldgicos
alectan la supervivencia y multiplicacién de las bacte-
rias en el suelo, a saber: pH, T, humedad, presencia de
substratos, parasitismo, competencia y depredacién
(1}. Las interacciones entre estos faciores no se conoce
bien, lo que impide mejorar las préicticas de manejo y
obtener un mayor beneficio de Ia fijacidn biol6gica de
nilrégeno, sobre todo mejorando la nodulacién con
cepas escogidas, aun en compelencia con las nativas,
generalmente mas competitivas (6).

Investigaciones anteriores han impuesto un papel
importante a los protozoarios del suelo en Ia depreda-
cion de baclerias en general (13) y Rhizobium en parti-
cular (2, 3, 5). Ademds, Ramirez y Alexander (9)
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sugieren que la activa multiplicacidén bacteriana (in-
cluyendo Rhizebium) resultante de la mayor disponibi-
lidad de sustratos de fécil utilizacidén, que proviene del
efecto espermosférico y rizosférico en plantulas de
frijol comdin, causa un aumento drastico en la actividad
de los protozoarios del suelo, seguida de una reduccidn
en el ndmero de los rhizobia cercanos a 1 x 10° gl (5).
Es decir, el influjo de carbono uiilizable causa otra
dindmica entre presa (bacterias} y depredador (proto-
z0arios), lo que harfa pensar en un decrecimiento im-
portante de las poblaciones de Rhizobium, a un punto
gue afectaria 1a nodulacidn.

En esta investigacidn se mejord la nodulacién por
cepas inoculadas, al disminuir la actividad depredadora
de los protozoarios en los suelos mediante inhibidores,
Io cual implica la actividad de los protozoarios; sin
embargo, a evidencia no fue directa.

En el presente trabajo se estudi¢ el efecto de los
protozoarios aislados del suelo sobre 1a supervivencia
de rhizobia y la nodulacién en plintnlas de frijol (P.
vulgaris1..), bajo condiciones controladas, También se
muestran datos experimentales del efecto directo de los
mismos sobre el patrén de nodulacién,

MATERIALES Y METORBOS

Se utilizd la cepa de R. leguminosarum biovar.
phaseoli C.R- 409 (CIAT 166) de la bacterioteca del
Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Univer-
sidad de Costa Rica, y Ia variedad de frijol (P. vulgaris
L.) “México 80”. Las bacterias crecieron en frascos
Erlenmeyer de 250 m] con medio extracto de levadura
manitol (14} y se incubaron a temperatora ambiente
(21°C - 26°C) bajo agitacidn constante a 120 rpm,
durante tres dias, hasta alcanzar aproximadamente 1 x
10° ml? bacterias por mililitro. Las bacterias fueron
lavadas dos veces por centrifugacién con solucién
nuiritiva para plantas (12) antes de ajustar la turbiedad
de la supensidn bacteriana con el nefelémetro de Mac-
Farland (7) y las inoculaciones a los valores iniciales
que se indican el Cuadro 1.

Para aislar el protozoario se humedecié a capaci-
dad de campo un suelo por tres dias; luego se tomd una
muestra de ! g y se inoculé en 20 ml de caldo proteosa
peptona-sacarosa (1 y 0.5% respectivamenic), con el
propdsito de promover primero la multiplicacidn bac-
terianay, luego, lade los protozoarios. A los cuatro dias
de incubacidn, se tomd una muestra para hacer el re-

cuento del ndmero méis probable (NMP) de acuerdo con
la metodologia de Singh (11}, pero usando placas de
microtitelo. Se wtilizé Ia misma cepa de R. legumino-
sarwm como luente de alimento (presa) para permitir la
multiplicacién de los protozoarios en los reservorios.
Se aislaron los protozoarios de la mayor dilucidn posi-
liva y se repitié el recucnio del NMP para asegurar su
homogeneidad al reaislar de la mayor dilucidn el proto-
zoario {un flagelado).

Cuadro 1, Supervivencla de Rhizobium leguminosarum blovar.
phaseoli y protozoarios del suele en la seluclén nutrl-
tiva de bolsas de creclmiento con pléntulas de frijol
(Phaseolus vulgaris) y su cfecto sobre la nodulacién.

Dias de Niimero de rhizobia y protozoa (x 10° ml')
incubacion Indeulo bacteria inicial
Bajo Al
Protozoarios Protozoarios
. + - +
& 1 1 100 0G0 100 000
-1 (1}
2 270 420 290 000 2000
{0.4%) (10}
4 8700 900 180 000 2000
{0.49) ]
6 3500 2 000 54000 310
(0 98) an
8 270 160 3000 270
Peso sceo
nédules (mg/
planta} 351 96 128 14

* Ndmero de protozoarios entre paréntesis.

Las semillas de frijol se trataron con solucion de
cloruro de mercurio acidulado al 0.01% (14) por cinco
minutos v se lavaron cinco veces con agua destilada
estéril. La germinacion se realizé en placas de Petri con
agar agua. Las pldntulas con una radicula de 2.5 cm se
trasplantaron a las bolsas de crecimiento estériles, que
contenian 100 ml de solucidn nutritiva para plantas
(12). Una vez gue las raices alcanzaron la solucidn en
el fondo de ta bolsa de policarbonato, las soluciones se
inocularon con las bacterias para obtener dos concen-
traciones, 1 x 107 y 1 x 10% bacterias por mililitro, A la
mitad de las bolsas se le afadid una suspension de
protozoarios purificados (vide ante) a una concentra-
cidn de 1 x 10. Las bolsas de crecimiento fueron
inoculadas en un ndmero relativamente allo de proto-
zoarios (10* mi? con ¢l fin de contar, desde un inicio,
con una presion alta de depredacidn en la solucion.
Durante el experimento, diariamenie, sc reajusté el
conlenido de agua en 100 mililivros. Cada vez se toma-
ban las muestras.  Se usaron dos plantas por bolsa y
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cuatro repeticiones en un disefio de irrestricloal azar. A
los 2, 4, 6 vy 8 dias después de la inoculacion, se
elaboraron recuenios de bacterias y protozoarios. Para
las bacterias se us6 la técnica de dilucidn en placa sobre
medio ALM + 3 ppm de verde brillante y para el
recuento de protozoarios la técnica de NMP. El peso
seco de nddulos se determing a los 20 dias de aplicados
los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 presenia los resultados obtenidos. En
todas las plantas se esperaba nodulacion, pues la solu-
cién-bafio se inoculd con rhizobia compatible y efec-
tiva con la variedad de {rijol empleada. L.as baclerias
inoculadas con un némero bajo fueron estimuladas por
los exudados radicales del frijol, capaces de multipli-
carse en la solucidn que bafiaba las raices y migrar hasta
Tos sitios de infeccién desde os pelos radicales, ya fuera
por arrastre de la solucidn-bario debido a la capilaridad
del papel o por quimiotaxis positiva. Los protozoarios,
cuya iinica fuentc de alimento fueron las bacterias,
estaban tanto en la solucién nutritiva como en las raices
y, en estas condiciones experimentales, se permitig cl
estudio de su efecto directo sobre la nodulacién

Por el método de aislamiento empleado habia cer-
teza de que el flagelado en cuestidn, era capaz de repro-
ducirse aprovechando exclusivamente las bacterias co-
mo fuente de alimento. En este caso el protozoario se
cscogio para probar la hip6tesis de que la depredacidn,
bajo las condiciones experimentales empleadas, era
capaz de allerar el pairdn de nodulacién. De estos
resuliados no se puede inferir que en el suclo, donde se
aisld el mismo, sea el principal agente depredador de las
bacterias si estas fueron inoculadas a las mismas dosis
en suelo sin esterilizar. Tampoco se puede gencralizar
Ia importancia del flagelado en otros suelos, pues las
poblaciones son hastante heterogéneasy, posiblemente,
varias especies de protozoarios sc estimulan al afiadir
una presa coma Rhizobium.

La iinica fuente de sustratos para ias bacterias fue-
ron los radicales exudados por las plantulas de frijol, al
ser capaces de multiplicarse en la solucién que baffaba
las rafces. Hecho que fue mis notorio en el tratamienlo
sin protozoarios; a los cuatro dias de incubacion mostré
un 1otal de 8.7 x 10 ml" rhizobia, cerca de un factor 10
mds grande, comparado con el lratamiento con proto-
zoario. A los seis y ocho dias de incubacidn las
proporciones no variaron. El mimero de prolozoarios

{ue constante, logue indica que lamultiplicacidn bacteri-
ana en los exudados fue apenas suficiente para man-
tener la poblacién inoculada al inicio. Por otro lada, Ia
poblacién maxima oblenida sin protozoarios represen-
1arfa el potencial limite de colonizacidn Rhizebium que
resulta del aprovechamiento de los exudados radicales
en las condiciones experimentales empleadas.

La cafda brusca de la poblacidn rhizobia del dia
cuarto al actavo no se pucde explicar con claridad, a
menos que existiera lisis y/o aglutinacion de las bacte-
rias. De toda forma, los protozoarios fueron capaces de
reducir drasticamentie ka nodulacién pues la misma fue
la mitad en relacidn con la inoculacién en el nivel bajo
con Rhizabium (19.6 versus 35.1 mg por planta, peso
seco de nddulos). Estos resuliados evidencian una
correspondencia entre la cantidad de bacterias en la
solucidn y la nodulacion durante el experimento. Cabe
recordar que en el momento de inocular Ia solucién-
bafio con los diferentes tratamicntos, las plantulas de
frijol presentaban ya pelosradicales y, por lo Lanio, eran
susceplibles de ser noduladas.

Los resultados consgguidos en el nivel alio de
inoculacién con Rhizebinm (1(° ml") mostraron un
aumento de la poblacidn bacteriana hasta 2.9 x 10° que
perfectamente se deberia al uso de sustratos y/o Ia
utilizacién de las reservas enddgenas de las bacterias al
inocularse. Detodas maneras, el aumnento relativode la
poblacién bacteriana, en ausencia de protozoarios, fue
mucho menor en cuatro dias; en el caso del nivel bajo de
indculo apenas se duplicd ka poblacidn mientras que en
el iltimo aumentd casi por un factor de 10 000. Esto
indicaria que la cantidad de exudados radicales no fue
suficiente para soportar la multiplicacidn de una pobla-
cidn bacteriana tan alla y/o a la existencia de otros
factores limitantes del crecimiento. El hecho que sea la
primera alternativa estd determinado por los resultados
obtenidos en ¢l nivel bajo de indeulo, donde la coloni-
zacién bacteriana no aleanzd niveles muy alos. En
niveles altos de inéculo hubo una cafda dréstica de la
poblacién bacteriana, situacidn para la que no hay una
explicacién clara. Los protozoarios se reprodujeron en
el nivel aito de indculo bacteriano, por un factor de 10
al cabo de dos dfas, para llegar a un méximo de 1.7 x 10°
en seis dias. Eacl octavo dia a pesar de que el ndmero
sabreviviente de bacterias fue similar al existente en el
nivel bajo de inGcuio sin protozoarios, la nodulacidn
fue apenas perceptible. Aunque se hizo el recuenlo en
la solucién-bafio, no se pudo descartar que parte del
efecto de los protozoarios sobre 1a nodulacion se debia
2 la depredacidn directa de los flagelados en las cerca-
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nias o en los pelos radicales. Ademis, 1a excrecién de
amonio de los protozoarios (13) puede haber inhibido Ia
nodulacién (4).

La nodulacion observada en ausencia de protozoa-
rios fue menor que en el nivel bajo de inoculacidn.
Posiblemente la lisis y/o la saturacién de los sitios de
infeccidn la afectaron,

Laos resultados presentados muestran una eviden-
ciadirecta de que, en un sistema controlado, lapresencia
de protozoarios afecta decididamente la nodulacidn.
Esta informacidn es importanie para entender fos facto-
res ecoldgicos que afectan el proceso en condiciones de
campo y subraya el valor de realizar més estudios para
deterininar el papel de la depredacion en la nodulacion
in situ. Desde el punto de vista prictico los resultados
sugieren que una estrategia valida para aumentar la
colonizacién y la nodulacién es la inhibicién temporal
de los protozoarios del suelo durante el periodo que
antecede a la infeccidn (1, 9).
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Observaciones Preliminares sobre la Diseminacion del Caldén
(Prosopis caldenia Burk)'!

ABSTRACT

The “caldenai” Is a xerophytic apen forest dominated by
Prosopis caldenia Burk. The use of this resource as forage for
caltfe may be associated whh an increased number of juvenite P.
caldenia trees. The presence of the propagule of P, caldenia in
fresh cow dungp coltected during the fruiting perfod was analy-
red. Thore were 821 free sceds (n = 10) and 218 seeds Inside the
bony (protective) ovulary carpels). Fifty-five seedlings emerped
in dung afler 20 days of incubation. After a longer period of
incubation {6 months), the number of seedilngs remained un-
changed. A large number of sceds were able to germinate after
cow consumption and thelr germination wags increased by me-
chanlcal searification. The high propagule number and viability
found In the dung indicate that consumption by cattie favors seed
dissemination of P, caldenia.

Palabras clave:  Prosopis, diseminacifn endozoica, germinacion,
emergencia de plintulas.

INTRODUCCION

I caldenal es una formacidn boscosa abicrta
caracteristica de la regidn semidrida de Argen-
tina, donde el caldén (Prosopis caldenia)
constituye la especie dominante del estrato arbdreo. So
explotacidn como recurso forrajero para el ganado
vacurno produce cambios en sus caracteristicas estruc-
turales, que conducen al desarrollo de un estrato arbus-
tivo formado por individuos jdvenes de caldén (1).

El fruto del caldén es una vaina indehiscente cons-
tituida por numerosos artejos, que podria estar sujeto a
diseminacidn. En otras especies del género Prosopis se
ha determinado que la presencia de plantulas estd aso-
ciada a los excrementos de os herbivoros que se ali-

I Recibido para publicacin e} 14 de agosto de 1991

* Facultad de Agronomis, Unjversidad Nacional de La Pampa,
Santa Rosa, Arg.

R Peineui*, C. Cabezas® M Pereyra*, O Martinez*

COMPENDIO

P.caldenia esha especie dominanite de la formacién arbbrea
conocida como “catdenal™ en ls regiGn semidrida de Argentina,
Su diseminacitn, aparentemente, fue favorecida con el uso del
“eatdenal” como recurso forrajere para el ganado vacuno. Se
realizéd un andiisis cuantitative de oy propdgefos de caldén en
deyeeciones froseas de vacuno recolectadas durante ol perfodo de
froctificacion.  De un totsd de §§ deyecciones analizadas se
encontraron 821 semillas libres y 218 artejos.  Cuando las
deyecciones fueron mantenidas en inverndculo, se determind 1a
emergencis de 55 pldntulay en 20 diss. Valor gue no aumentd
luego de sels meses de ubservaciones. Un alte porcentaje de
semiiias consumidas por of ganado manticnen su capacidad de
perminacidng favorecida con la esearificacion mecinica,  EI
elevade nimers de semillas visbles on las deyecciones permite
suponer que el ganado vacuno favoreceris la diseminacion del
caldén.

menian de legumbres (2, 3). En el caso del caldenal, la
diseminacién cndozoica podria ser la causa principal
que favorece fa aparicidn de numerosos individuos
jovenes de caldén,

Ademds no cs posibie descariar la aparicidn de
nuevos individuos a partir de los [rutos no consumidos
por los animales y que permanecen en a superficie del
suclo {diseminacidén dirccta), aunque la magnitud e
imporianciarelativa de csta via de diseminacidn ain no
ha sido determinada.

En ¢l presente trabajo se realizd un andlisis des-
criptivodela discminacion del caldén por vias endozoica
y directa. Se elcctuaron observaciones sobre el tipo,
cantidad y capacidad para germinar de los discminulos
presenies en excrementos de vacunos, asi como la
emcrgencia de pldntulas en las deyecciones y a partirde
frutos intactos

Esua informacion preliminar o8 necesaria para el

posterior andlisis cuantitativo de los mecanismos de
repoblacidn de la especic.
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MATERIALES Y METODOS

Diseminacion endozoica

En {a primera quincena de marzo de 1989 (caida de
las vainas), se recalectaron al azar 23 deyecciones fres-
cas de vacunos en un bosque de caldén ubicado en
Cotonia Lagos (36"32'lat. S, 64°30 long. O}, provincia
de La Pampa, Arg. Diez deyecciones fueron manteni-
das en inverniculo durante 20 d con aplicacién de
riegos periddicos. En ese tiempo se determind las se-
millas y artejos presentes en cada deyeccion (lavado a
través de un tamiz de 1 mm de malla). La totalidad de
losdiseminutos s¢ llevaronagerminara25°C yoscuridad
continua. En experiencias previas con semillas libres,
frescas y escarificadas, se determing que estas condi-
ciones permiten obtener el 100% de germinacion en 48
horas.,

Se registrd el nimero de semillas germinadas cada
10 d duranie coatra meses. Finalmente se efectio la
escarificacion mecidnica (corte de las cubiertas) de las
semillas libres y de las extraidas de los artejos, las
cuales se lievaron a germinar a 25°C y oscuridad con-
tinua, Transcurridas 72 horas, se registrd el nimero de
semillas germinadas.

Un segundo grupo de 13 deyecciones se mantuvo
en inverndculo durante seis meses con riegos periédi-
¢os. En ese tiempo se determind el ndmero de plintulas
emergidas.

Diseminacion directa

Durante la primera quincena de agosto de 1989, se
recogieron del suelo del bosque vainas del periodo de
fructificacion febrero— marzo del mismo afio. Se sepa-
raron 1300 artejos a partir del material recogido y se
determing el estado de conservacidn de las semiilas
presentes. Elresto de los frutos se mantuvoen invernd-
culo durante cuatro meses sobre suelo y mantilio del
bosque, En ese tiempo se aplicaron riegos periddicos y
se registrd la emergencia de plantulas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Diseminacion endozoica

Transcurridos 20 d después de Ia recoleccidn de las
deyecciones, se observd la emergencia de un pequefio

ndmero de plantulas a pesar de la importante cantidad
de semillas libres y artejos presentes (Cuadro I).

Cuadro 1. Ndmero de pldntulas, semiliasy artejos de P, caldenin
presentes en deyecclones de vacunos 20 dias después
de su recoleceidn en la regidn semldrida de Argentina,

Pléntulas Semillag Anejos
Total 55 821 219
Promedio por 55+23 B2+£23 2215

deyeccidn

La abundancia de semiilas libres en excrementos
de vacunos y el bajo mimero de plantulas emergidas
coinciden con las observaciones realizadas por Eilberg
(2) en otra especie del género Prosopis {P. ruscifolia
Griseb.).

Cuando los diseminulos permanecieron durante
seis meses en las deyecciones, el nimero de plintulas
emergidas (45 plantulas) resulté semejante al observa-
do a los 20 d (55 plantulas).

Al cabo de cuatro meses de incubacidn en cdmara
de crecimiento, germing un tercio de las semillas libres
(65 sernillas) (Cuadro 2). Transcurridos 10 d después
del inicio de la incubacidn, este nimero decayd y a
partir de los 50 d se estabilizé en un valor cercano a 15
semillas germinadas cada 10 dias.

Cuadro 2. Porcentajes de germinaclén obtenldos a partir de
semilias Hibres y de artejos de vainas de P. caldenia
incubadas durante cuatro meses.

Semillas libres Antejos
Intactas 33+ 19 735
Escarificadas 21 £ 13 2+4

Con la escarificacidn mecdnica se logrd una germi-
nacidn del 22% de las semillas restantes en un corto
perfodo (72 h). Esta respuesta indica que existe algiin
tipo de impedimento a la germinacién impuesta por las
cubiertas seminales. La presencia de semillas libres
dormantes (impermeabilidad de las cubiertas) en
excrementos de vacunos ha sido indicada para otras
especies del género Prosopis (2).

La germinacitn obtenida a partir de los artejos fue
baja (7%), y no es posible descartar que una alta
proporcidn no contengan semillas viables.
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Diseminacion directa

Después de cinco meses de permanencia de las
vainas en el suelo del bosque, ¢l 92% de los artejos
(sobre un totai de 1300) presentd semillas deterioradas
{(aparentemente no viables). Se observd la emergencia
de plintulas (10 en total) aun cuando los frutos se
incubaron duranie cuatro meses en inverniculo.

CONCLUSIONES

IL.a presencia de un gran nimero de semillas libres
y viables de P. caldenia en deyecciones de vacunos
indica que el ganado podria favorecer la diseminacidn.

La respuesta a la escarificacién mecdnica seflala
que el efecto abrasivo al pasar por el tracto digestivono
elimind la dormicidn de las semillas. Para conocer la
dimension real de este efecto, es necesario determinar
el estado de dormicién de las semillas antes de ser
ingeridas por los animales.

La cantidad de plintulas emergidas en las deyec-
ciones fue muy baja en relacién con la cantidad de
semillas libres presentes y con los porcentajes de germi-
nacién obtenidos. La momificacién progresiva de las
deyecciones podria explicar las divergencias observa-
das entre germinacién y emergencia.

Solamenle una pequedla proporcién de los frutos
que permanecen en el suelo del bosgue poseen la
capacidad de generar nuevos individuos.
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VERGARA BENITO 8. 1992. A Farmer's Primmer
on Growing Rice. Manila, IRRL 219 p.

Publicacién especialmente disefiada para la labor
docente tanto con estudiantes de diferentes niveles aca-
démicos como con agricultores. Se da especial im-
portancia a tres grandes Areas: la plania de arroz, mane-
jo del cultivo y andlisis y mejoramiento del cultivo.

En forma clara y sencilla se utilizan graficos sobre
temas relacionados con la planta de arroz; como por
ejemplo las fases de crecimicnto de Ia planta, indicando
brevemente su ocurrencia, duracidn e influencia de
algunos aspectos ambientales. Trata también de los
diferentes tipos de semillas existentes; su anatomia y
compdosicidn, sin dejar de lado las diferentes etapas de
Ia germinacidn, asi como las necesidades de agua, aire
y temperatura requeridas en el proceso.

Se tratan también los {actores que afectan el creci-
miento de las pldntulas de arroz, entre los que se men-
cionan la profundidad del agua, la temperstura, 2 can-
tidad de agua, laintensidad luminica, el efectode labaja
intensidad luminica y la cantidad de nudrimentos. Asi-
mismo se describen aspectos relacionados con la ana-
fomia y crecimiento de la hoja; origen, funciones,
desarrollo y distribucion de las raices

Al hablar de los 1allos {macoiias), sc indican tipos,
patrdn de macollamiento, mecanismos para calcular ¢f
nimero de tallos productivos y efectos sobre el maco-
llamiento, causados por la variedad, distancia entre
plantas, época de siembra y niveles de nitrégeno. En
relacion con las paniculas, se describe el crecimiento y
desarrolio durante la fasc reproductiva, la anatomia de
la espiguilla, las diferentes etapas de la formacidn del
grano y las causas de la presencia de granos vacios o
florecillas estériles. Sc explican los aspecios relaciona-
dos con la dormancia o latencia de fas semillas, sus
ventajas y desventajas,

Al considerar la produccién de carbohidralos se
analizan los efectos de las paries verdes de la planta,
luminosidad, cantidad de diéxido de carbono cn ¢f aire
y de agua,

Finalmente s¢ hace una revisidn del valor del agua
como componernte de la planta, como materia prima en
la produccidn y arrastre de alimentos, como protectora
de la planta al darle un medio ambiente adecnado a las
hojas v, en general, una adecuada turgencia a la planta.

En cuanto al manejo del cultivo, se establece cémo
seleccionar plantas adecuadas. Para ello se consideran
aspectos relacionados con la altura, crecimiento, longi-
tud de la hoja, efecto de la iluminacién, de las plagas y
el crecimiento radical,

En cuanto al rasplanig, se indica cémo ejecutarlo,
mimero de pldntulas por golpe de siembra, razones para
transplantar a una profundidad adecuada, corte de las
hojas de las plantulas antes del trasplante y adecuado
espaciamiento a distancia entre plantas.

Sobre la fertilizacidn se establece el tipo de nutri-
mentos que la planta de arroz necesita; se indican los
fertilizanles orgdnicos ¢ inorgdnicos y se habla sobre el
nitrégeno y las necesidades de este elemento para el
cultivo, en invierno y cn verang, y su relacidn con la fer-
tilidad del suclo, potencial de produccion de la variedad
y ganancias.

Las consideraciones acerca del incremento de la
eficiencia del fertilizante nitrogenado contemplan la
aplicacidn de cantidades adecuadas, uso de variedades
modemnas, aplicacidn oportuna del fertilizante, mante-
nimiento de! campe libre de malezas y de la humedad
en el campo, mezcla del fenilizante con el suelo y lano
aplicacidn cuando las hojas estdn himedas. Se funda-
mente el uso del fertilizante nitrogenado en la estacidn
seca,

Para ¢l caso de las malezas y sucontrol sc establece
su imporiancia indicando las mas comunes; sus efectos
sobre el uso de los fertilizantes y las pérdidas de cosecha
cuando no se controlan ¢n los primeros estados de
crecimicnto def cultive. También se mencionan los dif-
ereales métodos de control tales como: el manual, el
mecdnico, el mancjo del agua, la preparacion del suelo,
el control por competencia y ¢l control quimico.

Sc establecen los tipos de herbicidas segin su for-
mulacidn, época de aplicacidn, selectividad y tipo de
accion, dando especial importancia a 1as toxicidades o
dafios causados por cl use inadecuado o excesivo.

El mancjo del agua s un factor sobresalientc para
la produccion de altos rendimicntos en arroz; se estable-
cen sus {uentes y pérdidas; mecanismos para prevenir
esas pérdidas; ctapas criticas en ¢l mancjo del agua y,
{inalmenie, mancjo de malezas por medio del agua
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En el andlisis y mejoramiento del cultive se consi-
deran factores, tales como, el alto potencial de produc-
cidn de variedades modemas, resistencia a insectos y
enfermedades, calidad del grano preferida por los con-
sumidores, adaptabilidad a una amplia gama de condi-
ciones ambientales, incluyendo la tolerancia a proble-
mas especificos de suelos en una localidad y duracion
deseada de crecimiento.

En esta seccidn, ademds de los factores considera-
dos para seleccionar una variedad de siembra, se estudian
otros aspectos tales como el tipo de planta de alio ren-
dimicnto parael cultivo de tierras bajas, los factores que
afectan el volcamiento, evaluacidn de un cultivo a la
floracidn y, finalmente, los componentes de cosecha y
uso.
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