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PRESENTACION

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental (RIAA) es un
proyecto editorial de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia
(UNAD), que surge en el afio 2009 con el fin de comunicar los
resultados de investigaciones originales en el area agraria y
ambiental realizadas por personas, grupos o instituciones tanto
nacionales como internacionales. Con el fin de mantener y afianzar
la confianza entre investigadores y publico interesado en las
tematicas de RIAA, la revista busca su inclusion en prestigiosas
bases de datos y sistemas de indexacién tanto nacionales como
internacionales.

Mision

La mision de RIAA es fomentar la comunicacién y colaboracion entre
investigadores nacionales e internacionales a través de la divulgacién
y transferencia de conocimiento relacionado con las ciencias agrarias
y del medio ambiente, con el fin de fortalecer la generaciéon de nuevo
conocimiento.

Publico al que se dirige

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental (RIAA) es una
publicacidn oficial de la Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del
Medio Ambiente (ECAPMA) de la Universidad Nacional Abierta y a
Distancia (UNAD), destinada a publicar articulos resultantes de las
investigaciones originales en el area agraria y ambiental y en las
areas de conocimiento afines, en temas relacionados con los avances
en produccidon animal, agricultura y uso sostenible de los recursos
naturales. Como ejemplos de areas afines citamos, entre otras, ética,
ecologia, sociologia, geo- grafia, historia, derecho, educacién y
economia, cuando se ocupan de perspectivas del desarrollo, de
estilos de agricultura, de historia agraria, de desarrollo sustentable,
de bioética y ética ambiental, de educacién ambiental y extensidn
rural, de politica agraria y ambiental, de legis- lacion ambiental,
forestal y agraria o de contribuciones significativas e innovadoras con
vision sistémica, interdisciplinaria y/o transdisciplinaria. La
publicacion circula en formato impreso y en forma electronica con
acceso libre.

Periodicidad
RIAA es una publicacion semestral (enero-junio y julio-diciembre).
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CESION DE DERECHOS

RIAA, al momento de recibir la postulacién de un manuscrito por
parte de su autor, ya sea a través de correo electrénico o postal,
considera que puede publicarse en formatos fisicos y/o electrénicos
y facilitar su inclusion en bases de datos, hemerotecas y demas
procesos de indexacion.

Se autoriza la reproduccion y citacidon del material de la revista,
siempre y cuando se indique de manera explicita el nombre de la
revista, los autores, el titulo del articulo, volumen, nimero y
paginas.

Las ideas y conceptos expresados en los articulos son
responsabilidad de los autores y en ningln caso reflejan las politicas
institucionales de la UNAD.
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INDEXACIONES

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental es indexada en las siguientes bases de datos especializadas.

La Base Bibliografica Nacional - BBN Publindex, que hace parte del Sistema Nacional de

Indexacion y Homologacion, es dirigida por el Departamento Administrativo de Ciencia,
< =" : Tecnologia e Innovacion, Colciencias. Esta constituida por la informacién integrada por las
Pub"ndex revistas especializadas de CT+I sobre su produccién, donde se hace visible para consulta en
indexacion < Fomologacion linea la informacion bibliografica recolectada de los documentos hasta el nivel de resumen.

CABI es una organizacion intergubernamental sin fines de lucro, que proporciona informacion
y servicios de caracter cientifico en el mundo desarrollado y en desarrollo.

CAB Abstracts: es una base de datos que ayuda a documentar la literatura publicada en
el mundo, en: agricultura, medio ambiente, ciencias veterinarias, ciencias vegetales,
micologia y parasitologia, economia aplicada, ciencias de la alimentacién, salud humana,
nutricion y temas relacionados.

Repositorio de Texto Completo de CABI: garantiza que los articulos estén disponibles y
sean facilmente localizados por cientificos y profesionales a nivel mundial.

EBSCO ofrece un repositorio de: documentos, audio libros, libros digitales y bases de datos

que cubren diferentes areas, niveles de investigacidon e instituciones: escuelas, bibliotecas
publicas, universidades, entidades de salud, corporaciones y agencias gubernamentales.

ENVIRONMENT INDEX: Base de datos especializada; informacion en tematicas relacionadas
con: agricultura, ciencias del mar y agua dulce, ecologia de ecosistemas, geografia, energia,
fuentes renovables de energia, recursos naturales, contaminacion y gestién de residuos,

EBSCO tecnologia ambiental, legislacién ambiental, politicas publicas, planificacién urbana e impactos
sociales.

FUENTE ACADEMICA PREMIER: Esta base de datos proporciona una coleccidén de revistas
cientificas de América Latina, Portugal y Espafia; cubre todas las areas tematicas con especial
énfasis en agricultura, ciencias bioldgicas, economia, historia, derecho, literatura, filosofia,
psicologia, administracion publica, religidon y sociologia.
— ACADEMIC SEARCH COMPLETE ofrece una gran coleccién de revistas académicas
@gf&?ic myltidisciplinarias en textolcompleto, prloporcionando a los usuarios acceso a informacion
7l Complete critica de muchas fuentes uUnicas. Ademas, incluye texto completo revisado por pares. El
contenido académico cubre una amplia gama de importantes areas incluyendo antropologia,
ingenieria, derecho, ciencias y muchas mas.
REDIB (RED IBEROAMERICANA DE INNOVACION Y CONOCIMIENTO CIENTIFICO) es una
plataforma para la agregacion de contenidos cientificos y académicos en formato electrénico en
R E D l B e_I esp_acio Iberoam_ericar)o. REDIB p_roporciopla acceso Y facilita la d_ifusic')n y ejec_ucic')n de! trabajo
cientifico. Los destinatarios de esta informacion son tanto la comunidad académica y sociedad en
jed Ibercamericana general, asi como los responsables de la politica cientifica y aquellos encargados de ponerla en
practica y analizarla.
PERIODICA es una base de datos bibliografica creada en 1978 en la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). La base de datos se actualiza diariamente y mas de 10 mil
PE_R_lc%lc

registros son agregados cada afio. Ofrece alrededor de 336 mil registros bibliograficos de
articulos originales, informes técnicos, estudios de caso, estadisticas y otros documentos
publicados en cerca de 1 500 revistas de América Latina y el Caribe, especializadas en
ciencia y tecnologia.

Dialnet es una base de datos de acceso libre, creada por la Universidad de La Rioja (Espafia),

E D|a|net que difunde produccién cientifica hispana.

Latindex es un sistema de Informaciéon sobre las revistas de investigacion cientifica,
= técnicoprofesionales y de divulgacién cientifica y cultural que se editan en los paises de
Und América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal. La idea de creacion de Latindex surgidé en 1995
G/ LN en la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y se convirti en una red de
cooperacién regional a partir de 1997.
La Plataforma Open Access de Revistas Cientificas Electronicas Espafiolas vy
. Latinoamericanas e-Revistas, es un proyecto impulsado por el Consejo Superior de
e-fEVISt@S Investigaciones Cientificas (CSIC) con el fin de contribuir a la difusidon y visibilidad de las
revistas cientificas publicadas en América Latina, Caribe, Espafa y Portugal.
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ProQuest conserva amplia y variada informacién, tanto de archivos histéricos, como de
los avances cientificos actuales y maneja tecnologias digitales que optimizan la busqueda,
inter- cambio y gestion de la informacion. ProQuest proporciona servicios en el é@mbito
académico, empresarial, gubernamental, bibliotecas escolares y publicas, asi como servicios
a los investigadores profesionales, que les permiten la adquisicion estratégica, gestion y
busqueda de colecciones de informacion.

Actualmente RIAA es visible en las bases de datos: ProQuest Agricultultural Science Collection,
ProQuest SciTech Collection y ProQuest Natural Science Collection.

ProQuest Agricultultural Science Collection: Proporciona una amplia cobertura de todos
los temas de agricultura y es apoyada por la Biblioteca Agricola Nacional de EE.UU. La interfaz
aporta caracteristicas avanzadas y herramientas que permiten a los investigadores mas
precisidon en las revisiones de literatura especializada y adaptada a su area del estudio.
ProQuest SciTech Collection: Combina una serie de bases de datos especializadas en
Ciencias Naturales, Tecnologia e Ingenieria en una interfaz dindmica que permite acceso a
texto completo mediante una busqueda integral a través de amplios resimenes gestionados
por equipos editoriales de expertos.

ProQuest Natural Science Collection: Proporciona una vasta cobertura de literatura en
el ambito de: Agricultura, Biologia, Geologia, Ciencias de la Tierra y Ciencias Ambientales.
Ofrece acceso a texto completo de fuentes que incluyen: publicaciones académicas, revistas
profesionales, informes, libros, actas de conferencias y material de relevancia.

OCLC (Online Computer Library Centre) es una cooperativa de 72,035 bibliotecas de 171
paises con el doble objetivo de mejorar el acceso a la informacion y reducir el costo de las
bibliotecas. El CRAI de la URV se unié a OCLC en mayo de 2014 cooperando con Worldcat
Local. Mas de 1.4 millones de articulos con acceso de un clic al texto completo (cuando los
recursos estan suscritos por la URV o son de acceso abierto) o las referencias bibliograficas
que permiten ubicar u ordenar el articulo a través del servicio de préstamo interbibliotecario.
Ademads, mas de 40 millones de elementos digitales de fuentes confiables como Google Books
y archivadores y repositorios digitales lideres como OAlster, ArchiveGrid y HathiTrust y con
mas de 25 millones de libros en bibliotecas de todo el mundo.

Directory of Open Access Journals (DOAJ) lista revistas de acceso libre, cientificas y
académicas, que cumplan con estandares de alta calidad al utilizar la revisién por pares o
control de calidad editorial y que sean gratuitas para todos al momento de su publicacién, sobre
la base de la definicion de acceso libre adoptada en la Budapest Open Access Initiative
(BOAI).12 El objetivo del DOAJ es “incrementar la visibilidad y facilitar el uso de revistas
cientificas y académicas de acceso libre, de manera que se promueve su mayor uso e impacto.
Debido a que el acceso libre es un fenémeno mundial, el DOAJ incluye publicaciones de todo
el mundo en muchos idiomas. Es posible navegar por las revistas o buscar por articulos en el
interior de muchas revistas, por medio de una interfaz. En mayo de 2009, la base de datos
bibliografica contenia 4.177 revistas, de las cuales 1.531 estaban catalogadas a nivel de
articulo.

BASE es uno de los motores de busqueda mas voluminosos del mundo, especialmente para
recursos web académicos. BASE proporciona mas de 120 millones de documentos de mas
de 6,000 fuentes. Puede acceder a los textos completos de aproximadamente el 60% de los
documentos indexados de forma gratuita (Acceso abierto). BASE es operado por la Biblioteca
de la Universidad de Bielefeld.

~)* WorldCat

\ / DIRECTORY OF

Jl )L\ |OPEN AcCEss
- JOURNALS
Open Academis

(o .| Mo

Open Academic Journals Index (OAJI) es una base de datos de texto completo de
revistas cientificas de acceso abierto. Fundador - International Network Center for
Fundamental and Applied Research, Estados Unidos. La misién es desarrollar una plataforma
internacional para indexar las revistas cientificas de acceso abierto. El Indice Global Actual
de la Revista (CGIJ) OAIJI se crea teniendo en cuenta las tendencias y los desafios mundiales
actuales en el campo de la indexacion de las revistas cientificas. CGIJ OAJI considera las
bases de datos de citas cienciométricas (WoS, Scopus), asi como la base de datos basica de
acceso abierto (DOAJ).

RGAD

ROAD es un servicio ofrecido por el Centro Internacional ISSN con el apoyo del Sector
de Comunicacién e Informacién de la UNESCO. Lanzado en diciembre de 2013, ROAD ofrece
ac- ceso gratuito a los registros bibliograficos de ISSN que describen los recursos académicos
en Acceso Abierto: revistas, series monograficas, actas de congresos, repositorios
académicos y blogs académicos. Estos registros, creados por la red ISSN (89 centros
nacionales en todo el mundo + el Centro Internacional), se enriquecen con informacién
extraida de bases de datos de indexacion y abstraccion, directorios (DOAJ, Latindex, registro
de Keepers) e indicadores de revistas (Scopus).

Q Manking Rev-Saplens 2018
S CRNACIIS (V¥ Witod B4R

Galarddn obtenido por RIAA en el afio 2018 como una de las revistas colombianas con
mayor
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La Revista de Investigacién Agraria y Ambiental — RIAA, reconoce a los revisores su tiempo y
esfuerzo para evaluar los trabajos que se someten a esta revista. Gracias por su destacada
colaboracién y sus valiosas aportaciones.

Alexander Navas Panadero, Universidad de La

Salle, Colombia

Ana Lorenzo, Universidad de las Américas Puebla,
México

Bibiana Betancur, Senckenberg Leibniz Institution
for Biodiversity & Earth System Research, Alemania

Camilo Zalamea, University of South Florida, Estados
Unidos

Carlos Juan Alvarado, Instituto Tecnoldgico de
Conkal, México

Carolina Sarmiento, University of South Florida,
Estados Unidos

César Boschi, Universidad Tecnoldgica Nacional,
Argentina

Cintia Palladino Almada, Universidad de la Republica
de Uruguay, Uruguay

Citlalli Harris Valle, Instituto Tecnoldgico Superior,
Zacapoaxtla, México

Claudia Luna, Universidad Nacional del Nordeste,
Argentina

Claudio Jobet,
Agropecuarias, Chile

Instituto de Investigaciones

Cristian Camilo Villa,
Colombia

Universidad del Quindio,

David Saavedra, Servicio Nacional de Aprendizaje -
SENA, Colombia

Deisy Lisseth Toloza, Universidad Pedagdgica y
Tecnoldgica de Colombia, Colombia

Diana Escobedo Urias, Instituto Politécnico Nacional,
México

Diego Garcia, Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica
de Colombia, Colombia

Edwin Castro Rincon, Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria — AGROSAVIA, Colombia

Edwina Campos, Universidad Nacional Auténoma de
México - UNAM, México

Fernanda Gamba, Universidad de la Republica de
Uruguay, Uruguay

Franklin Rivera, Universidad Intercultural de
Chiapas, México
Franz Betancourt, Instituto de Investigacion

Geoldgico y Energético, Ecuador
Fredy Lopez, Universidad del Cauca, Colombia

Gabriela Arrieta Loyo, Universidad Nacional de
Colombia, Colombia
Graciela Zarazaa, Instituto Nacional de

Investigaciones Nucleares, México
Guiomar Melgar, Universidad Veracruzana, México
Gustavo Adolfo Rodriguez, Corporacion Colombiana

de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA,
Colombia
Helber Balaguera, Universidad Nacional de

Colombia, Colombia

Iliana Ernestina Medina, Universidad Autonoma de
Aguascalientes, México

Ingrid Romero, Corporacion Universitaria Minuto de
Dios -UNIMINUTO, Colombia

Ivan Dario Lopez, Institucidn Universitaria Antonio
José Camacho, Colombia

Ivan Lopez, Institucion Universitaria Antonio José
Camacho, Colombia

Ivan Meléndez Gelvez, Universidad de Pamplona,
Colombia

Jerson Esteban Rosero, Universidad de Narifio,
Colombia

Jesis Alfonso Torres, Universidad de La Salle,
Colombia

Jesus Geovanny Solarte, Universidad de Narifio,
Colombia

Jorge Andrés Segovia, Universidade Estadual

Paulista, Brasil

José Alfredo Arreola, Centro de Investigaciones
Tecnoldgicas del Noroeste, México

José Eduardo Rodriguez, Universidad Nacional
Auténoma de México - UNAM, México

Juan Chirivi, Universidad Nacional Abierta y a Distancia -
UNAD, Colombia

Juan Guillermo Popayan, Universidad Nacional de
Colombia, Colombia

Julidn Mejia, Universidad Nacional Abierta y a
Distancia — UNAD, Colombia
Julio Ramirez, Corporacion Colombiana de

Investigacion Agropecuaria — AGROSAVIA
Karina Toledo, El Colegio de la Frontera Sur, México
Luis Carlos Ortega, Universidad de Narifio, Colombia
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EDITORIAL

Estimados lectores

Desde hace unos meses, nuestra cotidianidad ha estado marcada por la
pandemia del COVID-19. Todos estamos en adaptandonos a esta nueva
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microbiana y el control de plagas en diferentes cultivos, asi como la
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presentamos dos estudios interesantes sobre métodos avanzados de
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neonatos bovinos. En el area ambiental, presentamos a nuestros lectores
diversos estudios sobre toxicologia en agua y sedimentos, influencia del
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RESUMEN

Contextualizaciéon: la marchitez por Fusa-
rium es la enfermedad mas importante de la
arveja (Pisum sativum) en Pamplona, donde se
hace un uso indiscriminado de quimicos

Vacio de conocimiento: existe poca eviden-
cia cientifica sobre el uso y la eficacia de bio-
controladores para la marchitez de la arveja
por Fusarium en este municipio.

Proposito del estudio: el objetivo de la in-
vestigacion fue evaluar alternativas bioldgicas
de manejo para la marchitez por Fusarium spp.
en el cultivo de arveja, en Pamplona, Norte de
Santander con el fin de dar recomendaciones
a los agricultores sobre su posible uso y pro-
yectar investigaciones futuras.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota -

Metodologia: se condujo una investigacion
experimental, donde se evaluaron seis trata-
mientos: tres con biopreparados producidos
por la Asociaciéon de Productores Agrope-
cuarios (ASPAGRO), solos o combinados, un
antagonista comercial (Trichoderma harzia-
num), un tratamiento quimico con benomil, y
un testigo. Se identificd al Fusarium oxyspo-
rum como causante de la marchitez de la ar-
veja en Pamplona. Se verificd que el producto
comercial a base de Trichoderma harzianum
logra reducir la incidencia y el Area Bajo la
Curva de Progreso de la Enfermedad (ABC-
PE) de la marchitez por Fusarium en arveja de
forma similar al Benomil.
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Resultados y Conclusiones: el andlisis de
varianza para la incidencia de la marchitez de-
mostré diferencia entre los tratamientos, los
momentos de evaluacion y entre las interac-
ciones de los tratamientos y los momentos de
evaluacién, asi como entre los tratamientos
para la incidencia y el ABCPE al final del ciclo
del cultivo. Los biopreparados Caldo Rizdsfera
y Microorganismos de Montafia de ASPAGRO
redujeron la incidencia de la enfermedad y el
ABCPE con respecto al testigo. Los tres biopre-
parados reducen la incidencia de la marchitez,
aunque los rendimientos pueden disminuir en
valores proximos al 10, 25 y 30% en los trata-
mientos con Trichoderma, Caldo Rizésfera y Mi-
croorganismos de montafia, respectivamente,
en relacidon con el benomil. Por lo tanto, las dos
primeras alternativas bioldgicas se consideran
las mejores opciones para el control de la mar-
chitez por Fusarium en arveja en Pamplona,
aunque deben realizarse investigaciones para
validarlos en areas mayores.

Palabras clave: Pisum sativum; Trichoder-
ma; Microrganismos de montafa; Caldo Rizés-
fera; marchitez vascular

ABSTRACT

Contextualization: Fusarium wilt is the most
important pea (Pisum sativum L.) disease in
Pamplona, where indiscriminate use of chemi-
cals is applied.

Knowledge gap: There are no scientific re-
ports of application or efficacy of biocontrollers
for Fusarium wilt in pea in this municipality.

Purpose: This research aimed to evaluate
biological alternatives for the control of Fusa-
rium wilt in pea cultivation in Pamplona, Norte
de Santander in order to give recommenda-
tions to farmers about its possible use and to
project future research.

Methodology: An experimental design was
carried out where six treatments were eva-
luated: three with biopreparations com-
mercialized by the Association of Agricultu-
ral Producers (ASPAGRO), separately and in
combination, a commercial antagonist (Tri-
choderma harzianum), a chemical treatment
with benomyl, and a negative control. Fusa-
rium oxysporum was identified as the causal
agent of pea wilt in Pamplona. The commer-
cial product based on Trichoderma harzianum
was shown to reduce the incidence of the
plant disease and the Area Under the Curve
of Disease Progress (AUCPD) of Fusarium wilt
in pea was similar to Benomil.

Results and Conclusions: The analysis

of variance for the incidence of wilt
showed a difference between the
treatments, the evaluation moments and

between the inte-ractions of the treatments
and the evaluation moments, as well as
between treatments for the incidence and
the AUCPD at the end of the crop c ycle.
Compared to negative control, ASPAGRO's
biopreparations of Caldo Rizésfe- ra and
Microorganismos de Montafia reduced the
incidence of the disease and the AUCPD. The
three biopreparations achieved to reduce the
incidence of wilt. Nevertheless, the yield
decreased by values close to 10, 25, and 30% in

the treatments with Trichoderma, Caldo

Rizésfera, and Microorganismos de Monta-
fia, respectively, in comparison of benomyl.
Therefore, the first two biological means
are considered the best options for the
control of Fusarium wilt in peas in Pamplona,
howe-ver research should be carried out to
validate them in larger areas.

Keywords: Pisum sativum; Trichoderma; Mi-

croorganismos de montafa; Caldo Rizéfera;

vascular wilt

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 1: 13 - 28, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453



Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

RESUMEN GRAFICO

Trichoderma

Caldo rizésfera
(CR)

AS QUIMICOS EN ARVEJA

MEDIOS BIOLOGICOS_PARA LA MARCHITEZ POR Fusarium

Microorganismos
/ de montafia (MM) _

. Todos los tratamientos con diferencias estadistica
‘ significativa con el testigo. Trichoderma y CR similar
nivel de control que el fungicida quimico benomil.
Todos los tratamientos redujeron la incidencia y del
Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad

versus el testigo.

“ Trichoderma y Caldo Rizéfera similar rendimiento que ]

* benomil.

" Trichoderma y CR pueden constituir Iternativas para el control de la
. marchitez por Fusarium en la arveja bajo las condiciones de Pamplona.

1. INTRODUCCION

En Colombia, la pudricion de las raices en
los cultivos de arveja (Pisum sativum L.) es
muy comun en Narifio, Cundinamarca, Boya-
ca y Antioquia. Esta se presenta en las pri-
meras fases de desarrollo del cultivo (pre y
pos emergencia). Las pérdidas pueden oscilar
entre 50% y 100%, si no se toman medidas
preventivas. La enfermedad puede causar
pudriciones acuosas de las semillas o muerte
prematura de estas (Tamayo, 2000; Buitrago
et al. 2006). Osorio et al, (2012) caracteriza-
ron el agente causal de la marchitez de la ar-
veja en el municipio Manizales, y concluyeron,
por métodos morfoldgicos, que el hongo que
estaba presente causando la enfermedad era
Fusarium oxysporum f.sp. pisi (CJJ Hall) WC
Snyder y HN Hansen (Osorio y Castafio, 2011);
sin embargo, se han relacionado con dicha en-
fermedad los hongos patdgenos F. oxysporum
f. sp. pisi, Fusarium solani (Mart.) Appel y Wr.
f. sp. pisi, Rhizoctonia sp., y Pythium sp. (Ta-
mayo, 2000).
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Respecto al control quimico, Pabén y Castano
(2012) concluyeron que el fungicida benomil
era efectivo para manejar diferentes especies
de Fusarium en arveja y recomiendan emplear
solo las cantidades necesarias y restringir su
uso a periodos criticos, para evitar la aparicion
de poblaciones resistentes del hongo, al igual
que el uso del hongo biocontrolador Trichoder-
ma, (Trichoplant® WP); sin embargo, sefia-
lan que su efectividad debe mejorase con un
manejo integrado de la enfermedad. Eraso et
al. (2014) también estudiaron el efecto de 20
cepas de Trichoderma aisladas de diferentes
zonas de Narifo, verificando que tres cepas
presentaban mejor respuesta en el control de
F. oxysporum f. sp. pisi. en plantas de arveja,
especificamente en porcentaje de incidencia,
altura de planta, longitud y materia seca de
raices. Sin embargo, en condiciones de cam-
po, solo dos cepas manifestaron resultados
significativos en el control de la enfermedad y
los componentes de rendimiento. El control de
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esta enfermedad no es un problema resuelto
y, aunque existen posibilidades de manejar la
enfermedad con alternativas bioldgicas mas
amigables con el medio ambiente, la obtencion
de una alta eficacia en campo, con reduccién
de las pérdidas de cosecha, constituye un de-
safio para la comunidad cientifica (Verma et
al., 2016).

Por otra parte, los Microorganismos Eficientes
(ME) son una combinacién de microorganis-
mos beneficiosos de cuatro grupos principa-
les: bacterias fototroéficas, levaduras, bacte-
rias productoras de acido lactico y hongos de
fermentaciéon obtenidos de ecosistemas vir-
genes, que tienen efecto contra bacterias y
hongos fitopatdégenos, y actian como fertili-
zante foliar y como mejoradores de la fertili-
dad del suelo por fijar nitrogeno atmosférico
y solubilizar el fosforo (BID, 2009). Mientras
que los Microorganismos de Montafia (MM)
son un tipo de ME, 0 sea, que es un consorcio
microbiano que se obtiene de la rizosfera de
las plantas y producen los mismos beneficios
que los ME (Castro-Barquero et al., 2015). Por
otra parte, el Caldo Rizdsfera es otro biopro-
ducto obtenido por via fermentativa a partir
de las raices de algunas plantas con adicidn
de yogurt y otros productos naturales como
la roca fosforica, que incrementa microrga-
nismos beneficiosos y se recomienda con los
mismos fines que los microrganismos eficien-
tes (Viteri et al., 2008).

En una investigacion desarrollada sobre la
arveja en la Vereda Monteadentro, Pamplo-
na, Norte de Santander se recomendo el em-
pleo de productos naturistas para el control
de enfermedades con vistas a disminuir el

alto uso de insumos agroquimicos (Pefiaran-
da y Molina, 2011), lo que ha incentivado las
investigaciones con alternativas bioldgicas.
Por otra parte, se comercializan bioproductos
por varias casas comerciales en Colombia y La
Asociacién de Productores Agropecuarios de
Pamplona (ASPAGRO) produce y comercializa
algunos bioproductos artesanales a base de
microrganismos eficientes que podrian ayudar
a disminuir el empleo de fungicidas quimicos
en el cultivo de la arveja; sin embargo, no se
han realizado investigaciones cientificas que
verifiquen su eficacia en este cultivo, tanto de
los comerciales, como de los artesanales, que
permitan someterlo a la licencia ICA.

Considerando estos antecedentes, el objetivo
de la presente investigacion fue evaluar alter-
nativas bioldgicas para el control de la mar-
chitez por Fusarium en el cultivo de arveja
(Pisum sativum) incluyendo biopreparados de
produccion local en las condiciones de Pamplo-
na, Norte de Santander.

2. MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio y condiciones de suelo
La investigacién se desarrolld en los cultivos
de arveja de la Vereda Monteadentro del Mu-
nicipio Pamplona, en la finca La Cruz de esta
vereda, a una altura de 2350 m.s.n.m., y en
los laboratorios de microbiologia y del Centro
de Investigacion de Sanidad Vegetal e Bioinsu-
mos (CISVEB) de la Universidad de Pamplona,
en el periodo comprendido de marzo a diciem-
bre de 2017. La fase de campo se desarrollé
desde marzo de 2017 hasta agosto de 2017,
donde concurrieron las siguientes condiciones
meteoroldgicas de temperatura, humedad re-
lativa y lluvia (Figura 1).
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Figura 1. Condiciones meteoroldgicas que concurrieron durante el experimento de campo.

A: Humedad relativa y temperatura mensual y B: precipitacion mensual

Fuente: Autores

Aplicacion de alternativas y diseiio de ex-
perimentos

Se llevd a cabo una investigacién experimen-
tal en la Vereda Monteadentro, del municipio
Pamplona, Norte de Santander, teniendo en
cuenta que esta enfermedad presenta alta in-
cidencia en la zona.

Se evaluaron seis tratamientos: tres con dos
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biopreparados de ASPAGRO solos o combina-
dos, uno bioldégico con un biopreparado co-
mercial de Trichoderma harzianum TRICHOX
WP 5x 108 ufc/g de la firma BIOX, un trata-
miento quimico con benomil (Benomyl 50 WP)
de la firma Del Monte y un testigo sin trata-
miento. Los ingredientes, concentracién y uso
propuesto de los biopreparados de ASPAGRO
aparecen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ingredientes, concentracidon y uso propuesto de los biopreparados.

Concentracion de
microorganismos

Biopreparados

Ingredientes
artesanales

Microorganismos
de Montafia

Microrganismos Eficientes, melaza y salvado

1,72 x 10%ufc/mL
de arroz (Oriza sativa L.) /

Raices de plantas: ortiga (Urtica dioica

L.), borraja (Borago officinalis L.), kikuyo
(Pennisetum clandestinum Hochts ex

Chiov) trébol blanco (Trifolium repens L.)
conseguidas en la granja, yogurt, melaza,
agua oxigenada y harina de frijol (Phaseolus
vulgaris L.)

Caldo rizosfera 1,24 x 108 ufc/mL

Fuente: Autores

Uso propuesto

Biofertilizante
con Bacterias
Solubilizadoras
de Fésforo y
antagonista

Biofertilizante
con Bacterias
Solubilizadoras
de Fésforo y
antagonista

Los tratamientos se realizaron cada 14 dias
dirigidos al suelo y a la parte inferior de las
plantas en horas de la tarde. Estos se hicie-
ron con una bomba manual de espalda de 20

L litros de capacidad. Las dosis de aplicacién
de cada tratamiento se relacionan en la tabla
2, siempre aplicados a 400 L/ha

Tabla 2. Dosis de aplicaciéon y solucidn final.

Producto

M. de Montafia (MM)
Caldo Rizosfera

MM + Caldo Rizésfera
Trichoderma

Quimico benomil

Dosis

1L/20L

1L/20L
1L/20L+1L/20L

0,8 g/20 L

0,5 g/20 L (250 - 500 g/ha)

Fuente: Autores

Para el montaje del experimento, se conto
con un area de 144 m? (15 x 9,6 m), en un
area baja de la finca La Cruz donde se habia
observado alta incidencia de marchitez tipica
causada por Fusarium en un cultivo de arveja
existente anteriormente, es decir, habia una
fuente de inéculo natural.

Se realizaron labores de preparacion del sue-
lo y se programé una fertilizacidon antes de la
siembra incorporando 1 kg de urea, 1 kg de

cloruro de potasio y 5 kg de 10-30-10.

Se empleo la variedad “Rabo Gallo”, sembrada
directamente en el campo en surcos separa-
dos entre si, a una distancia de 120 cmy 2 cm
entre surcos y plantas, respectivamente. El
sistema de tutorado se estableci6 20 dias des-
pués de la siembra (dds) y un segundo tutor
se colocd cuando las plantas tenian una altura
promedio de 30 cm.
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Se empled un diseifio experimental de blo-
ques al azar con cuatro réplicas con un arreglo
6 x 4 (6 tratamientos con 4 réplicas), es decir,
24 unidades experimentales (parcelas). El ta-
mafno de cada parcela experimental fue de 5
metros de largo por 4 metros de ancho con un
area de 20 m?. La distancia entre plantas fue
de 2 cm y de 1 m entre surcos.

Incidencia de Fusarium spp.

Para confirmar el agente causal de la enfer-
medad, se tomaron plantas con los sintomas
que fueron trasladadas a los laboratorios de
microbiologia y del Centro de Investigacién de
Sanidad Vegetal de Bioinsumos (CISVEB) de la
Universidad de Pamplona, donde se desinfes-
taron con NaClO, al 5% por 2 minutos y poste-
riormente se incubaron en camara humeda y
se realizaron siembras en el medio de cultivo
artificial PDA (Papa Dextrosa-Agar), utilizado
como medio general para el crecimiento de
hongos. La identificacion de los microorganis-
mos presentes se realizé haciendo aislamien-
tos en PDA, con la ayuda del microscopio épti-
co y la clave de para las especies de Fusarium
(Leslie y Summerell, 2006). Se tuvo en cuenta
la coloracion de colonias, la utilizacion de la
clave taxonémica con base a las estructuras
reproductivas como conidios, mesoconidios,
macroconidios, clamidosporas.

Para determinar la incidencia de Fusarium y
el comportamiento de los tratamientos en el
control de la enfermedad, se tomaron 20 plan-
tas al azar por cada una de las parcelas, en los
surcos centrados, tres dias después de cada
aplicacién, evaluandose las plantas enfermas
por Fusarium sobre el total evaluadas, cada 14
dias. Con esta informacion se calculd la inci-
dencia mediante la siguiente férmula:

n (plantas afectadas)

% de incidencia = X100

N (evaluadas)

(Ecuacidn 1) (Agrios, 2005)
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Se determind el Area Bajo la Curva de Pro-
greso de la Enfermedad (ABCPE) en cada par-
cela segun el método de Campbell y Madden
(1990), para lo cual se utilizd la siguiente for-
mula:

ABCPE = X [(X{+X;+1)/2] * (Tj+1 —Ti)
(Ecuacién 2) (Campbell y Madden, 1990)

Donde:
X = distribucién o intensidad de la enferme-
dad en el muestreo i

X .. = distribucion o intensidad de la enferme-

i+1

dad en el muestreo i+1
T ,=tiempoiT , = tiempo

Rendimiento del cultivo

Al final del experimento se evaluaron indicado-
res del componente de rendimiento y el ren-
dimiento de cada parcela. Los componentes
del rendimiento evaluados fueron: vainas por
planta en la cosecha (en 20 plantas por parce-
la), granos por vaina (100 vainas por parcela)
y peso de las vainas. Para esta ultima variable,
se pesaron 100 vainas por parcela para sacar
el promedio. Se estimé el peso de la produc-
cion por parcela a partir del peso promedio de
las vainas el nUmero de vaina por parcela y el
numero de plantas por parcela. A partir de la
produccién y el area, se estimé el rendimiento
en t. Se compararon los rendimientos en por-
centajes contra el testigo.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza del porcen-
taje de incidencia de la marchitez por Fusa-
rium en el que se consideraron dos factores:
primero, los tratamientos con seis niveles (los
cinco tratamientos y el testigo); y segundo,
el momento de evaluacién con cuatro niveles
(evaluaciones 08/07, 22/07,05/08 y 19/08).
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También se realizé un analisis de varianza de
clasificacion simple para el ABCPE. Previamen-
te se verificd el cumplimiento del supuesto de
normalidad de cada variable dependiente por
la prueba de Shapiro-Wilks, para cada grupo,
con n=16 y observando p>0,05. Se compara-
ron las medias por la prueba de Tukey, con un
5% probabilidad de error. Se empled en todos
los analisis el paquete estadistico AgroEstat
(Barbosa y Maldonado, 2015).

Los datos de temperaturas, humedad relati-
va y precipitacion obtenidos en el CISVEB se
procesaron en Microsoft Excel obteniéndose
los graficos de los valores minimos, medios

y maximos mensuales de la temperatura y la
humedad relativa, asi como de precipitacion
total y de dias lluviosos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas de la marchitez por Fusarium
se detectaron en el tercer muestreo del ex-
perimento. A partir de ese momento, la inci-
dencia de la enfermedad se mantuvo en in-
cremento creciente, sobre todo en el testigo.
El agente causal correspondié con Fusarium
oxysporum tanto por las caracteristicas de la
colonia en PDA como la presencia de macro-
conidios tipicos, mesoconidios y midroconi-
dios (Figura 2).
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Figura 2. Planta de arveja con sintomas de amarillamiento y marchitez por Fusarium oxyporum. a); sintomas

de necrosis en el tallo b); colonia de Fusarium oxyporum. en PDA c); microconidios, mesoconidios, macroconi-

dios y clamidosporas de Fusarium oxyporum d)

Fuente: Autores

Los sintomas de la enfermedad y las carac-
teristicas del microoorganismo aislado coni-
dioforo, fidlides y conidios (Tabla 3) corres-
ponden con las descripciones de Gutiérrez y

Zapata (2011) en el cultivo de arveja, y con-
firmado el hongo como Fusarium oxysporum
segun Leslie y Summerell (2006).
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Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas del microrganismo aislado que permitieron

identificarlo como Fusarium oxysporum

Estructuras

Caracteristicas

De crecimiento rapido, algodonoso, de color blanco, pero que a medida que

Micelio

crecia pigmentaba el medio PDA con una coloracion violeta, mas facilmente

evidente en el reverso de las cajas de Petri. Cuando pasaba el tiempo tomaba
una coloracion violeta palido

Presencia de microconidios, mesoconidios y macroconidios solitarios, estos
ultimos con hasta tres septos, rectos o ligeramente curvos.

Conidios

Conidioforos

Terminando en fidlides, en ocasiones con aglomeraciones de microconidios

Presencia de clamidiosporas, hialinas, lisas o ligeramente rugosas, terminales o

Clamidosporas . .
intercalares en las hifas

Fuente: Autores

Dada laimportancia de la arvejaenlazona, y la
marchitez por F. oxysporum, se debe profundi-
zar en la identificacién molecular del patégeno
asilado; es decir, realizar el "DNA barcoding”
del hongo, para dejar definida y depositada la
secuencia genética de esta cepa, y para conti-
nuar en la busqueda de otras especies de Fu-
sarium que también se hayan asociado a en-
fermedades radiculares de la arveja en otras
zonas (Tamayo, 2000).

El resultado del ANOVA realizado a la inci-
dencia de la marchitez por Fusarium mostro
valores de F (Fisher) significativos P < 0,05
para el factor Tratamientos, para el Factor
Momentos de evaluacion y para la interaccién
Tratamientos x Momentos de evaluacién. El
mayor nivel de incidencia de la enfermedad
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se observé para el testigo (76,62%) el 19/08
con diferencia estadistica significativa con el
resto de los tratamientos con bioproductos
y con el fungicida benomil en ese momento.
También presentd diferencia estadistica sig-
nificativa con el testigo en la evaluacion ante-
rior del 05-08.

Se observd una situacion similar, en el 5-8, en
que el testigo mostraba diferencia estadistica
con el resto de los tratamientos y también con
el muestreo anterior. Los menores niveles de
incidencia de la enfermedad se observaron a
los 42 dias de germinado el cultivo (08/07) en
los tratamientos con MM, Caldo Rizésfera y el
fungicida quimico benomil, que difirieron del
testigo, pero no de los tratamientos con Tri-
choderma y MM + Caldo Rizosfera (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultado del ANOVA para la incidencia la marchitez por Fusarium

en arveja para la interaccién Tratamientos x Momentos de evaluacion.

Incidencia (%) / Fechas

Factor Momento de evaluacion

Tratamientos 08-07 22-07 05-08 19-08 DMS (5%)
Testigo 23,12 Da 38,50 Ca 60,93 Ba 76,62 Aa 5,31
MM + Caldo Rizésfera 20,62 Dab 34,06 Cab 49,68 Bb 69,43 Ab 5,31
Trichoderma 17,37 Dab 30,62 Cb 45,31 Bbc 59,00 Ac 5,31
MM 16,87 Db 30,31 Cb 41,93 Bc 54,81 Acd 5,31
Caldo Rizésfera 15,68 Db 30,12 Cb 41,75 Bc 54,68 Acd 5,31
Quimico 15,31 Db 29,68 Cb 40,81 Bc 50,62 Ad 5,31
DMS (5%) 5,91 5,91 5,91 5,91

C.V. (%) 7,22

* Las letras mayusculas comparan los momentos de evaluacién en las filas y las minGsculas comparan los tratamien-
tos en las columnas por la prueba de Tukey (P<0,05). DMS: diferencia minima significativa.

Fuente: Autores

Estos resultados ponen de manifiesto la su-
perioridad de los biopreparados y el fun-
gicida quimico benomil al inicio y en otros
momentos del experimento, independiente-
mente del aumento progresivo de la enfer-
medad en el cultivo.

El resultado del ANOVA para el factor “Tra-
tamientos” demostré que, en general, en los
cuatro momentos de evaluacion en las par-
celas donde se aplicé Trichoderma, la inci-
dencia de la enfermedad fue mas baja com-
parada con el testigo y las tratadas con MM
+ Caldo Rizosfera; sin embargo, no reflejo
diferencia estadistica significativa con el

benomil y Caldo Rizésfera. Los tratamien-
tos con MM y MM +Caldo Rizésfera también
tuvieron diferencia estadistica significativa
respecto al testigo. Estos resultados fueron
similares a los del Area Bajo la Curva de Pro-
greso de la Enfermedad donde se destaco
el tratamiento con Trichoderma con el me-
nor valor de porcentaje de incidencia, pero
sin diferencia estadistica significativa con el
tratamiento quimico y Caldo Rizosfera y de
igual forma MM +Caldo Rizésfera tuvieron
diferencia estadistica significativa con el tes-
tigo (Tabla 5).
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Tabla 5. Incidencia y ABCPE de la marchitez por en los tratamientos del experimento

para el control de esta enfermedad en el cultivo de arveja.

Factor (Tratamientos)
Testigo

MM + Caldo Rizésfera
Trichoderma 5x 108 ufc/mL
MM

Caldo Rizosfera

Quimico

C.V. (%)

Error Tipico*

Incidencia (%) ABCPE
56,03 a 5240,81 a
45,34 b 4158,87b
30,42 e 2734,37 d
38,04 ¢ 3539,37c
34,57 cd 3127,68 cd
33,53 de 3196,37 cd

8,70 7,1
1,74 131,8

* Las medias con letras desiguales en las columnas difieren por la prueba de Tukey (P<0,05)

Fuente: Autores

La comparacién de las medias de la incidencia
de la enfermedad mostré diferencia estadis-
tica significativa del ultimo momento 19-08,
con el mayor valor (62,25%) con relacion a los
anteriores, y el resto también con los otros,
evidenciando un aumento progresivo de la en-
fermedad en el tiempo y con diferencia esta-
distica significativa entre todos los momentos
de muestreo.

La accion de los biopreparados de ASPAGRO
es atribuible, para MM, a los hongos, bacte-
rias y actinomicentes que contiene este, fun-
damentalmente los del Ultimo grupo que estan
en una concentracion de 1,65 x 10°%ufc/mL vy,
en el caso de CR, al gran contenido de bacte-
rias que contiene 1,06 x 10% ufc/mL, aunque
también estan presentes hongos y actinomi-
cetos en concentraciones de 1,06 x 10> ufc/mL
y 6,6 x 10*ufc/mL, respectivamente (Castella-
nos et al., 2018).

Durante el ensayo, la temperatura media am-
biental estuvo oscilando entre 14 y 16°C. Se
comprobd que los dos biopreparados de ASPA-
GRO vy el de Trichoderma empleados pueden
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realizar su efecto supresor de Fusarium a esas
bajas temperaturas, ya que existe preocupa-
cion respecto al efecto de Trichoderma contra
patégenos fungosos foliares como Botrytis ci-
nerea Pers. (Helford et al., 2000) por la demo-
ra en la germinacién de los conidios del anta-
gonista a temperaturas entre 12 y 14 °C.

Con relacion a los componentes del rendimien-
to los granos/vaina, estos presentaron varia-
ciones de entre 8 y 9, para los tratamientos
bioldgicos solos y el quimico, pero disminuyd
a 6 y 5 para la mezcla MM +CR vy el testigo,
respectivamente; mientras que las vainas/
plantas variaron entre 13, 75 y 16,25 para el
tratamiento quimico y los bioldgicos solos, y
disminuy6 a 9,5 para MM +CR y a 7,5 en el
testigo. Ademas, la variable peso de las vainas
(g/vaina) tuvo un comportamiento similar, con
valores entre 12,5 y 15 (relativamente mas al-
tos) para los tratamientos bioldgicos solos y
el quimico, intermedio (9,5) para MM + CR y
menor (7,5) para el testigo (Figura 3A). Los
rendimientos alcanzaron valores bajos, 1,59 t/
ha en el testigo y 2,25 t/ha en el tratamiento
MM + CR, mientras que en el resto oscilaron
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entre 4,29 y 6,69 t/ha. El mayor valor relativo
de rendimiento se obtuvo en el control quimi-
co (6,69 t/ha). MM solo alcanza el 70,51% vy

CR el 78,82% de este valor. Sin embargo, el
tratamiento de MM + CR solo alcanzé el 37%
(Figura 3B).

A s 16,25 15,75
16 575 14,5
14 12,5
o 12 .
E 10 75 8,5
2 8
S 6 5
4
z |
0
QUIMICO TRICHODERMA MM+CR TESTIGO
B Granos/vaina  Mvainas/plantas B gramos/vaina
B 100 100 93,69
90 78,82
80 70,51
70
60
50
20 37,02
20 26,15
20
10 6,09 4,29 5,7 1.59
0
QUIMICO TRICHODERMA MM+CR TESTIGO
u (%) m t/ha

Figura 3. A. Componentes del rendimiento en los diferentes tratamientos evaluados contra

la marchitez por Fusarium B. Rendimiento de arveja en los diferentes tratamientos evaluados contra

la marchitez por Fusarium y porcentaje que representa respecto al quimico.

Fuente: Autores

Se evidencia el efecto que hace la enfermedad
sobre los componentes del rendimiento cuando
no se hace un control eficaz. Se verifica la im-
portancia la marchitez por Fusarium. en el cul-
tivo de la arveja ya que en el testigo hubo una
reduccion de las tres cuartas partes del rendi-
miento, lo cual coincide con Eraso et al. (2014).

Los bioproductos MM y CR aplicados solos y

Trichoderma pueden constituir alternativas
para el control de la marchitez por Fusarium
bajo las condiciones de Pamplona, evitando el
uso indiscriminado de quimicos y la seleccién
de razas resistentes a los fungicidas de alta
efectividad como el benomilo, pero que actian
solo sobre un punto del metabolismo del hon-
go. Se hace necesario realizar validaciones de
estos resultados en otros experimentos o en
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parcelas demostrativas y confirmar si los re-
sultados de control de Caldo Rizésfera siguen
superando a los de MM. En la India también
se ha recomendado el uso de biocontroladores
de los géneros Trichocerma, Bacillus y Pseu-
domonas para el control de la marchitez por
Fusarium oxysporum en garbanzo (Keote et
al., 2019), asi como inoculantes bacterianos
nativos para el control de la marchitez por Fu-
sarium en este cultivo (Nagaraju et al., 2017 ).

La mezcla de MM y CR resultd menos eficaz
que MM y CR por separado, lo que indica que,
en alguno de los bioproductos, puede conte-
ner microorganismos antagonicos del otro o
gue no hacen sinergias entre si. Esto se pue-
de explicar por los diferentes origenes y com-
posicion de los biopreparados, ya que, en el
caso de MM, provenian de un consorcio que
convivian en la naturaleza con un alto nimero
de ufc/mL de actinomicetes y CR con mayor
ucf/mL de otras bacterias producidas en la fer-
mentacion de las plantas y los demas sustra-
tos (Castellanos et al., 2018).

Otros investigadores observaron que la apli-
cacion de Trichoderma sp. mejora notable-
mente el crecimiento y desarrollo del cultivo
de la arveja, influyendo en variables fisioldgi-
cas como germinacion, area foliar, peso seco
y fresco de la raiz, peso seco y fresco de la
parte aérea, y longitud de raiz (Camargo y
Avila, 2014). Esto se evidencié también en la
presente investigacion.

Resulta importante prospectar cepas nativas
de este antagonista en campos de arveja de
la zona, ya que, en la India, cepas nativas de
Trichoderma spp. mostraron porcentajes de
eficacia mayores, con diferencia significativa
en relacion al empleo de cepas comerciales
de T. hamatum y T. viride tanto en condicio-
nes de laboratorio como invernadero (Kripalini
et al., 2019).
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Constanza et al. (2010) observaron que cua-
tro cepas de Bacillus spp. disminuyeron la se-
veridad de la marchitez vascular en todos los
ensayos y la atribuyeron a la produccién de
sustancias antifungicas que facilitaron el au-
mento del peso seco de las hojas de las plan-
tas, al permitir la obtencién de nutrientes. Una
cepa en especifico aumentd la longitud de la
raiz y el tallo, por tal razén se hace necesa-
rio continuar profundizando en las especies de
bacterias presentes en los dos biopreparados
de ASPAGRO que se estudiaron.

En ensayos de control usando Trichoderma
para los tratamientos bioldgicos en la varie-
dad de arveja Santa Isabel se obtuvieron 6,50
y 7,45 granos por vaina (Eraso et al. 2014),
lo cual se corresponde con los resultados del
presente trabajo.

El nivel de control obtenido con los tratamien-
tos con benomyl apoyan los resultados de
Pabon y Castafio (2012) quienes obtuvieron
reduccion de la incidencia de F. oxysporum
en arveja con este fungicida con relacién al
testigo. De igual forma estos investigadores
comprobaron la reduccién de la marchitez por
Fusarium en este cultivo con el empleo de di-
ferentes cepas de Trichoderma. En otros re-
sultados, se comprobd que el carbendazin (un
fungicida del grupo de los bencimidazoles muy
relacionado con el benomyl) resulté ser mas
efectivo que otros seis fungicidas probados
contra F. oxysporum (Chanu et al., 2019).

Los presentes resultados demuestran la po-
sibilidad de emplear biocontroladores para la
marchitez por Fusarium en arveja en Pamplo-
na, en principio, con productos comerciales de
T. harzianum como el que se empled, asi como
los bioproductos MM y CR de ASPAGRO; sin
embargo, deben validarse los resultados en
areas mas extensas, debiéndose continuar las
investigaciones para conseguir cepas nativas
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de Trichoderma en los cultivos de arveja, con
lo que pudiera aumentar la eficacia y los efec-
tos benéficos de este antagonista.

4. CONCLUSIONES

Se verifica que el biopreparado comercial a
base de Trichoderma logra reducir la inciden-
cia y el ABCPE de la marchitez por Fusarium
en arveja de forma similar al benomil y no se
corre riego de crear fungorresistencia de este
patdgeno u otros que atacan al cultivo, dismi-
nuyendo la carga toxica en los campos.

Los biopreparados Caldo Rizdsfera y del Mi-
croorganismo de Montafia de ASPAGRO pue-
den constituir alternativas bioldgicas para el
manejo de la marchitez por Fusarium en ar-
veja, ya que lograron reducir la incidencia de
la enfermedad al final del ciclo del cultivo y el
ABCPE con respecto al testigo y, en el caso
del primero, sin diferencia estadistica con el
fungicida quimico.

Trichoderma comercial y los biopreparados Cal-
do Rizosfera de ASPAGRO y Microorganismo de
Montafia, logran disminuir la incidencia la mar-
chitez por Fusarium, aunque los rendimientos
se pueden reducir en valores proximos al 10,
25 y 30% para cada biopreparado, respectiva-
mente, con respecto al empleo del benomil.

En general Trichoderma y Caldo Rizésfera
fueron las alternativas biolégicas de mejor

comportamiento y pueden constituir alterna-
tivas para el control de la marchitez por Fu-
sarium en la arveja bajo las condiciones de
Pamplona.
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RESUMEN

Contextualizacién: el frijol caupi es impor-
tante para la seguridad alimentaria de la regién
Caribe de Colombia, donde se cultivan genoti-
pos criollos de bajo rendimiento por hectarea,
susceptibles a factores bidticos y abiodticos, y
bajos contenidos de minerales.

Vacio de conocimiento: se desconoce el
comportamiento agronémico y la acumulacién
de minerales en el grano, de nuevos genotipos
obtenidos por seleccién individual.

Propodsito del estudio: evaluar el compor-
tamiento agrondmico y la calidad nutricional
de ocho lineas homocigotas avanzadas de fri-
jol caupi del programa de mejoramiento de la
Universidad de Coérdoba, Colombia.

Metodologia: el experimento se establecid
entre abril a julio de 2014, bajo un disefio en
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bloques completos aleatorizados con nueve
tratamientos incluido el testigo Criollo-Cérdo-
ba, con cuatro repeticiones. Se evaluaron las
caracteristicas longitud de la vaina, longitud
del grano, ancho del grano, peso de la vaina,
ndimero de semilla por vaina, peso de cien se-
millas, rendimiento de grano por hectarea y
contenidos de hierro, zinc, fésforo y proteina.

Resultados y conclusiones: |os genotipos
presentaron diferencias significativas en nu-
mero de semillas por vaina, longitud del gra-
no, ancho de grano, rendimiento de grano por
hectarea, contenido de hierro, fésforo y pro-
teina en el grano. Las lineas L-042 y L-047 fue-
ron las de mejor comportamiento agrondémico
y calidad nutricional. El analisis de componen-
tes principales y el biplot permitieron identifi-
car a los genotipos L-014 y L-047 asociados a
longitud del grano, longitud de vaina y peso de
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vaina, mientras que L-006, L-042 y CR-CO, es-
tan asociados a ancho de grano, peso de cien
semillas y rendimiento de grano por hectarea,
lo cual es importante para los programas de
mejoramiento genético.

Palabras clave: caracteres agrondmicos; ge-
notipos; proteina; rendimiento.

ABSTRACT

Contextualization: The cowpea bean is im-
portant for the food security of the Caribbean
region of Colombia, where creole genotypes of
low-yielding per hectare, susceptible to biotic
and abiotic factors, and low mineral content
are cultivated.

Knowledge gap: The agronomic performan-
ce and mineral accumulation in the grain of
new genotypes obtained by individual selec-
tion are unknown.

Purpose: To evaluate the agronomic perfor-
mance and nutritional quality of eight advan-
ced homozygous lines of cowpea beans from
the breeding program of the Universidad de
Cérdoba, Colombia.

Methodology: The experiment was esta-
blished between April and July 2014, under a
randomized complete block design with nine
treatments, including the Criollo-Cérdoba as
control, with four replications. The characteris-
tics pod length, grain length and width and, pod
weight, number of seed per pod, weight of one
hundred seed, grain yield per hectare, iron, zinc,
phosphorus and protein content were evaluated.

Results and conclusions: The genotypes
showed significant differences in pod weight,
number of seed per pod, grain length, grain
width, grain yield per hectares, iron, phos-
phorus and protein content in the grain. Lines
L-042 and L-047 were the ones with the best
agronomic performance and the highest nu-
tritional quality. Principal component analysis
and biplot allowed to identify the L-014 and
L-047 genotypes associated with grain length,
pod length and pod weight, while L-006, L-042
and CR-CO, are associated to grain width,
weight of one hundred seed and grain vyield
per hectare, which is important for genetic
improvement programs for this species.

Key words: agronomic characters; genoty-
pes; protein; yield.

RESUMEN GRAFICO

{-Rendimiento, longitud y
peso de vaina, namero de
semillas/vaina, peso de 100
semillas, longitud y ancho de
grano

«Contenido de proteina,

S B e Ry hierro, zinc y fésforo
(]

L-020, L-034, L-042, L-047,
CR-CO

Genotipos de
frijol caupi

Caracteristicas

Caracteristicas nutricionales

agronomicas

L-042 y L-047 destacadas por:
rendimiento de grano y contenido nutricional
Alternativas para productores y consumidores de la regién Caribe

Fuente: autores
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1. INTRODUCCION

El frijol caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) es
una especie alimenticia importante en pobla-
ciones de bajos ingresos de areas tropicales y
subtropicales del mundo (Guillén-Molina et al.,
2016). Es utilizada por su valor proteico (Alidu,
2019) y contenido de hierro y zinc (Aramén-
diz-Tatis, Cardona-Ayala y Combatt-Caballero,
2016), es tolerante a sequia (Gerrano et al.,
2018), y tiene capacidad de fijar nitrogeno y
buen comportamiento en suelos de escasa
fertilidad (Gerrano, Ransburg y Kutu, 2019).
No obstante, a escala mundial, el rendimien-
to es de 400 kg ha?, por limitantes bidticos
y abioticos (Jagadale, Bahure, Mirza, Mirche y
Ghungarde, 2017).

El consumo de vegetales con bajo contenido
de minerales genera hambre oculta, especial-
mente la deficiencia de hierro en poblaciones
gestantes y en edad reproductiva, la deficien-
cia de zinc ocasiona atraso en el crecimien-
to, presion arterial alta y otras morbilidades
(Zahir-Aziz et al., 2019). Esto demanda el me-
joramiento de cultivares con ventajas nutricio-
nales, agrondmicas y econdmicas (Gerrano et
al., 2019).

En Colombia, la produccion de frijol caupi esta a
cargo de pequefios productores, con restriccio-
nes tecnoldgicas, en areas de 1.000 a 10.000
m? (Cardona, Araméndiz y Jarma, 2013). En
2018, en el Departamento de Cérdoba, se co-
secharon 31 ha de frijol caupi, con un rendi-
miento de 0,74 t ha? (Agronet, 2020). A pesar
del rendimiento bajo del frijol caupi, es impor-
tante como fuente de alimentacion y de ingre-
sos econdmicos en la regién; y se consume de
diversas formas (Araméndiz-Tatis et al., 2016).

En el mejoramiento genético de los cultivos,
debe considerarse el rendimiento, la acepta-
cién de los agricultores, el respeto por sus
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habitos alimenticios y el contenido de minera-
les esenciales en el érgano de interés para un
impacto positivo en la salud humana (Welch y
Graham, 2005). Estudios sobre el frijol comun
por Tofifo-Rivera-A, Pastrana-Vargas, Melo-
Rios, Beebe y Tofifio-Rivera-R (2016), con pe-
guefios agricultores del Caribe seco de Co-
lombia, reportaron ventajas de los genotipos
biofortificados con relaciéon al testigo.

El objetivo del estudio fue evaluar el comporta-
miento agrondmico y los contenidos de hierro,
zinc, fosforo y proteina de ocho lineas homoci-
gotas de frijol caupi mas el cultivar Criollo Cor-
doba (CR-CO) como testigo, del programa de fi-
tomejoramiento de la Universidad de Cérdoba.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrolld entre abril y ju-
lio de 2014 en la Universidad de Cérdoba, ubi-
cada en Monteria-Colombia a los 8° 44’ LN y
75° 53’ LO, a una altitud de 14 m. Precipitacién
promedio de 1.300 mm, con humedad relativa
de 83%, temperatura media de 28 °C y 6-7
horas de luz por dia.

Como material vegetal, se utilizaron las lineas:
L-001, L-006, L-014, L-019, L-020, L-034, L-042,
y CR-CO como testigo. Las lineas provienen de
seleccion individual de la poblacién heterogé-
nea homocigota Criollo-Cérdoba.

El experimento se realizd bajo el disefio de
bloques completos al azar, con nueve geno-
tipos y cuatro repeticiones. Cada parcela fue
de 30,0 m?, formada por seis surcos de 5,0 m
de largo, con un 1,0 m entre hileras y 0,5 m
entre plantas. Se sembraron tres semillas por
sitio, y ocho dias después de la emergencia,
se hizo raleo para dejar una plantula por sitio.
El desarrollo de las plantas fue monitoreado
diariamente, con buenas practicas agricolas
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(Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2012).

Variables agronémicas evaluadas
Longitud de la vaina (LV): se midié la lon-
gitud, en centimetros, de cinco vainas en los
cuatro surcos centrales por metro lineal to-
madas al azar/parcela, y se obtuvo el pro-
medio; Peso de la vaina (PV): se obtuvo el
peso promedio, en gramos, de cinco vainas
seleccionadas por/parcela, con una balanza
analitica con precision de 0,1 g; Namero de
semillas por vaina (NSV): se promedio el
numero de semillas de cinco vainas seleccio-
nadas al azar por/parcela; Peso de cien se-
millas (PCS): se seleccionaron al azar 100
semillas sanas de cada parcela y se registro
su peso (g); Longitud del grano (LG) y An-
cho de grano (AG): se midié la longitud y el
ancho, en centimetros, de 10 semillas toma-
das al azar por/parcela; Rendimiento (Rha):
se estimod el peso, en kilogramos, de la pro-
duccién/parcela, expresado en t ha' y ajusta-
do a 14% de humedad.

El contenido nutricional se avalué en muestras
de 2,0 g de semilla/parcela, en mg kg para
hierro (Fe), zinc (zZn) y fésforo (P), y se determi-
naron segun los procedimientos AOAC 945.38,
969.32 y 931.01, respectivamente (Association
Official Analytical Chemists [AOAC], 2005).

La cuantificacion se hizo por espectrofoto-
metria de absorcion atémica de llama, en un
equipo Perkin Elmer 3110, para hierro y zing;
el fésforo, por absorcion molecular en un Per-
kin Elmer XLS. El nitrégeno se determind por
digestion, destilacion vy titulacion, segun el
método de Kjeldahl para granos AOAC 979.09
(Association Official Analytical Chemists
[AOAC], 2005). Se utilizé un equipo Buchi

K-355 y el contenido de proteina se cuantificé
multiplicando el contenido de nitrégeno por el
factor 6,25.

Analisis estadisticos

Para los caracteres agronomicos, se realiza-
ron analisis de varianza a dos vias y compara-
cion de medias con la prueba de Tukey al 5%.
Para la calidad nutricional, se realizaron ana-
lisis de varianza a una via y comparacion de
medias con la prueba DMS de Fisher al 5%.
Se verificé el cumplimiento de los supuestos
de normalidad mediante la prueba de Shapi-
ro-Wilk, y la homogeneidad de las varianzas
de los errores con la prueba de Levene. Se
realizé un analisis de componentes principa-
les (ACP), desde la matriz de correlaciones,
y seleccion de componentes principales con
valores propios asociados mayores que 1,0.
Para el analisis de los datos se utilizé el pa-
guete estadistico SAS version 9.2., y ACP bi-
plot, para el que se usé el software libre Mult-
Biplot (Villardén, 2018).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas agronémicas

El andlisis de varianza detectd diferencias
alP < 0,05y P < 0,001 en cinco de las ca-
racteristicas agrondmicas, excepto para LV
y PCS (Tabla 1). Estos resultados evidencian
variabilidad genética, la cual es importante
para seleccionar genotipos con mejores ca-
racteristicas (Mofokeng, Mashilo, Rantso y
Shimelis, 2020).

La ausencia de significancia en LV y PCS (Ta-
bla 1), indica similitud de genes por la base
genética estrecha al provenir de la misma po-
blacién. Resultado contrario fue encontrado
por Animasaun, Oyedeji, Azeez-Y, Mustapha
y Azeez-MA (2015) y Lazaridi, Ntatsi, Savvas
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y Bebeli (2017) quienes estimaron diferen-
cias significativas en poblaciones criollas de
origen genético diferente. Los registros de LV
son inferiores a los reportados por Silva et al.
(2014), quienes sostienen que las vainas cor-
tas tienen menos riesgo de contacto con el
suelo, menor pudricién y facilitan la cosecha
mecanica (Guerra, Carvalho, Medeiros, Souza
y Brito, 2017).

La linea L-042 demostré mayor valor de PV,
seguida por L-014, L-020 y L-047 (Tabla 1), las
cuales fueron estadisticamente similares al
testigo. Estos resultados son inferiores a los
reportados por Teodoro et al. (2019), en cul-
tivares de frijol caupi originarios de Brasil. El
PCS registré una media general superior a la
reportada por Anténio, Bofana, Gimo y Sueco
(2019) y todos los genotipos presentaron va-
lores dentro del rango encontrado por Guillén-
Molina et al. (2016).

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

El NSV oscild entre 9,25 y 12,0 (Tabla 1), simi-
lar al reportado por Singh-V, Singh-AK, Singh-
MK, Raghuvanshi y Singh-U (2017) en India;
sin embargo, Lazaridi et al. (2017), reportaron
valores que oscilaron entre 4 y 16, lo que se
atribuye a la diferencia en la cantidad de 6vu-
los fecundados.

Los valores de LG oscilaron entre 0,76 y 0,96
cm, con el genotipo L-020 sobresaliendo con
el mayor valor, mientras que L-001 y L-006,
registraron el menor. Este resultado coinci-
de con los trabajos de Morales-Morales et al.
(2019) y evidencia ventaja competitiva para
L-20, por el tamafio y por el color crema de
la testa apetecido en el mercado nacional e
internacional. El ancho del grano (AG) fue si-
milar en los genotipos L-042, L-020, L-047 y
CR-CO (Tabla 1), lo que corrobora la ventaja
de L-020, para su comercializacién por su ma-
yor tamafo.

Tabla 1. Medias de caracteristicas agronémicas y cuadrados

medios de nueve genotipos de frijol caupi.

GENOTIPOS

CA  L-001 L-006 L-014 L-019 L-020 L-034 L-042 L-047 CR-CO MG CMT CV
LV  14,87a 14,02a 1547a 14,40a 1597a 14,12a 1575a 14,95a 14,57a 14,9 1,97~ 8,3
PV 1,90ab 1,67b 2,17ab 1,77ab 2,07ab 1,95ab 2,27a 2,07ab 1,97ab 2,0 0,14* 10,9
NSV 11,50a 10,00 a 11,75a 10,75a 9,25a 12,00a 9,75a 10,00a 11,00a 10,7 3,80% 11,0
PCS 14,87a 1712a 1530a 1572a 14,70a 1522a 16,75a 1502a 16,97a 157 3,60 13,3
LG 0,76b 0,76b 0,79b 0,78b 096a 0,76b 0,80ab 0,86ab 0,84ab 0,82 0,02** 8,2
AG 0,59d 06lcd 0,62cd 059d 062cd 0,60d 0,67a 0,66ab 0,65abc 0,63 0004** 3,4
Rha 091ab 0,87ab 0,71ab 0,89ab 0,39b 0,87ab 1,11a 1,00ab 091ab 0,86 0,16* 30,3

CA: caracteristicas agronémicas; MG: media general; CMT: cuadrados medios de genotipos; CV: coeficiente de
variacidn (%); * y **: diferencias estadisticas significativas a P < 0,05 y P < 0,001, respectivamente; ns: no signifi-
cativo. LV: longitud de vaina (cm); PV: peso de vaina (g); NSV: nimero de semillas/vaina; PCS: peso de cien semillas

(g); LG: longitud del grano (cm); AG: ancho del grano (cm); Rha: rendimiento de grano (t ha). Medias con letras
iguales en la misma hilera no difieren significativamente (Prueba de Tukey al 5 %).

Fuente: autores
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Tabla 2. Contenidos de hierro, zinc y fésforo (mg kg?), proteina (%),

y cuadrados medios de nueve genotipos de frijol caupi.

Medias de genotipos y cuadrados medios

EM L-001 L-006 L-014 L-019 L-020 L-034 L-042 L-047 CR-CO MG CMT Cv
Fe 45,8cd 45,8cd 39,0d 47,6bc 49,7abc 48,4abc 54,1ab 54,6a 53,90ab 48,8 102,5** 9,5
Zn 53,2a 54,5a 52,6a 55,0a 53,3a 55,2a 54,8a @ 53,4a 55,12a 54,1 4,0 7,6
P 3,3de  3,3e  3,5cd 3,2e 3,8b 3,7bc 4,3a 4,2a 3,60cd 3,7 0,61%* 4,5
PR 26,7b  26,1bc 24,3d @ 25,9c 25,9¢ 26,5bc  28,8a 28,4a 26,80b 26,6 7,4** 2,2

EM: elemento mineral; Fe: hierro; Zn: zinc; P: fosforo; PR: proteina (%); MG: media general; CMT: cuadrados me-
dios de genotipos; CV: coeficiente de variacion (%); **: diferencias estadisticas significativas a P < 0,001; ns: no
significativo. Medias con letras iguales en la misma hilera no difieren significativamente (prueba DMS al 5%).

Fuente: autores

El anadlisis de varianza para el rendimiento
(Rha) estimd diferencias significativas entre
genotipos (Tabla 1), derivadas de las divergen-
cias genéticas. Se identificaron genotipos que
rindieron por encima de los 1000 kg ha?, lo
cual es una ventaja comparativa y represen-
tan un uso potencial para los productores. La
prueba de medias determind que L-042 triplicé
al genotipo L-020, pero estadisticamente fue
similar al resto de cultivares. Estos resultados
son ligeramente superiores a los reportados
por Gerrano et al. (2019) en Sudafrica, y Agye-
man, Berchie, Osei-Bonsu, Tetteh y Fordjour
(2015) en Ghana.

Contenido nutricional del grano

El analisis para el contenido de hierro presentd
significancia (P < 0,001) entre los genotipos
(Tabla 2), siendo la linea L-047 la de mayor
concentracion, con 54,6 mg kg!; mientras que
la linea L-014, la menor con 39,0 mg kg!. Esta
variacién podria obedecer a la capacidad de
profundizacion de raices y toma de nutrientes
para su traslado al 6rgano de interés (Singh
et al., 2017). Los contenidos de hierro son su-
periores a los reportados por Guillén-Molina
et al. (2016), pero inferiores al frijol comun
(Zemolin, Ribeiro, Casagrande, Silva y Arns,
2016). El contenido de hierro de L-047, L-042 y

Criollo-Cordoba fue superior al de L-014, pero
similar al de L-020, L-034, L-019, L-006 y L-001
(Tabla 2). Estos contenidos pueden satisfacer
la demanda diaria de nifios, mujeres embara-
zadas y, en general, de adultos (USDA, 2016).

El analisis de varianza para zinc no mostré sig-
nificancia entre genotipos (Tabla 2), posible-
mente por su base genética comun. Los con-
tenidos superiores a 52,6 mg kg, superan las
estimaciones Gerrano et al. (2018), lo cual es
importante en la salud publica. Esto sugiere
que el consumo de estos genotipos es venta-
joso para reducir los problemas de carencia de
zinc de poblaciones vulnerables, por la deno-
minada malnutricién proteinoenergética (Hur-
tado-Quintero et al., 2016), ya que satisface
las demandas bioldgicas.

Para el fésforo, el analisis de varianza mostro
diferencias (P < 0,001) entre genotipos (Ta-
bla 3). El contenido de este elemento varié de
3,2 a 4,3 mg kgt. El genotipo L-042 presen-
té el mayor contenido; mientras que L-019, el
menor. La acumulaciéon de fosforo en el grano
obedece a la disponibilidad del elemento en
el suelo, y la capacidad de absorcién y trans-
porte. Estos registros son inferiores a los re-
portados por Gerrano et al. (2018) respecto al
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frijol caupi, y su ingesta permite superar las
deficiencias de fosforo en personas muy des-
nutridas, alcohdlicas o con hipofosfatemia (< 3
mg/dl) (USDA, 2016).

El andlisis de varianza para proteina revelé di-
ferencias (P < 0,001) entre los tratamientos
(Tabla 2). El contenido de proteina fue mayor
en las lineas L-042 y L-047, con porcentaje su-
perior al 28%, lo cual es muy relevante para
las poblaciones vulnerables, por el aporte de
aminoacidos esenciales en la alimentacion.

Analisis de componentes principales
(ACP)

El analisis de componentes principales deter-
minod que, con los tres primeros componentes,
se explica un 89,6% de la variabilidad total ob-
servada, y cada una posee un valor propio su-
perior a 1,0 (Tabla 3), criterio considerado por
Gerrano et al. (2018) y Mofokeng et al. (2020).

El CP1 retiene el 44,76% de la variabilidad
total y estd representado por las variables

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

asociadas al PV, LV y LG (Tabla 3). Esto indica
que la formacion de vainas de mayor peso y
longitud, con granos largos, son las variables
que mas contribuyen a este componente. El
CP2 retiene el 27,8% de la variabilidad total, y
las variables que mas contribuyeron fueron el
PCS, AG y Rha.

Por ultimo, el CP3 retiene el 17,0 % de la varia-
bilidad total y estd mas influenciado por el NSV.
En general, los dos primeros componentes ex-
plican el 72,6% de la variabilidad estimada y
contribuyen eficazmente a la interpretacién
del ACP-biplot (Figura 1), que representa las
siete caracteristicas agrondmicas asociadas a
los genotipos (Mofokeng et al., 2020).

En el ACP-biplot (Figura 1) L-014 y L-047 es-
tan asociados a LG, LV y PV, y se oponen a
los genotipos L-001, L-019 y L-034 que estan
asociados a NSV. Por otro lado, los genotipos
L-006, L-042 y CR-CO, constituyen otro grupo
asociado a AG, PCS y Rha.

Tabla 3. Valores y vectores propios de los tres primeros componentes principales

para siete caracteristicas agronémicas de nueve genotipos de frijol caupi.

Valores propios (Varianzas)

No. \" %V %VA
1 3,13 44,7 44,7
2 1,95 27,8 72,6
3 1,19 17,0 89,6
4 0,38 5,4 95,0
5 0,29 4,2 99,2
6 0,04 0,6 99,8
7 0,02 0,2 100,0

Vectores propios

Caracteristicas CP1 cP2 CcP3
Lv 0,513 -0,04 0,220
PV 0,426 0,172 0,544
NSV -0,353 -0,170 0,608
PCS -0,152 0,550 -0,363
LG 0,486 -0,168 -0,302
AG 0,345 0,535 0,053
Rha -0,231 0,569 0,246

V: varianza de cada eje; %V: porcentaje de la varianza total; %VA: porcentaje acumulado de la varianza total;
CP1, CP2 y CP3: vectores propios con ponderaciones para cada caracteristica.

Fuente: autores
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Figura 1. ACP-Biplot para siete caracteristicas agronémicas de nueve genotipos de frijol caupi.

Fuente: autores

4. CONCLUSIONES

Las lineas L-042 y L-047 presentaron la mejor
combinacién de rendimiento de grano y conte-
nidos de hierro, fosforo y proteina, y represen-
tan una alternativa para productores y consu-
midores de la region Caribe.

El ACP y el biplot permitieron identificar geno-
tipos asociadas con caracteristicas agronémi-
cas especificas, lo cual es importante para el
mejoramiento genético de la especie.
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RESUMEN

Contextualizacion: Fusarium graminearum
es un microorganismo de campo que afecta a
gramineas y causa grandes pérdidas, particu-
larmente a cultivos de arroz. Para contrarrestar
estos problemas fitosanitarios se aplican can-
tidades excesivas de plaguicidas, lo que causa
dafios a la salud y el ambiente. Una alternativa
son los extractos vegetales con alto contenido
de compuestos bioactivos.

Vacio de conocimiento: los taninos tipo pi-
rogalol contenidos en las vainas de Caesalpi-
nia spinosa poseen propiedades bioldgicas, la
inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
graminearum es efectiva en concentraciones
bajas de UFC/ml.

Proposito del estudio: el objetivo de esta inves-
tigacion fue determinar in vitro la actividad antifun-
gica de los compuestos fendlicos de la tara (Caesal-
pinia spinosa) frente a Fusarium graminearum.
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Metodologia: en primer lugar, se extrajeron
los compuestos fendlicos por maceracién y
calentamiento (60 °C) mediante agua y una
mezcla agua-etanol. Se determiné el conte-
nido de compuestos fendlicos en los extrac-
tos mediante el método de Folin-Ciocalteu. En
segundo lugar, se aislé una cepa de Fusarium
obtenida de un cultivo de arroz y se identific
por claves taxondmicas; después, se realiza-
ron suspensiones celulares con concentracio-
nes 107 y 10 UFC/ml. Para la evaluacion in
vitro, un disco con indculo de cada suspension
se colocd en medio cultivo agar papa dextrosa
gue contenia extracto de Caesalpinia spinosa.

Resultados y conclusiones: el extracto acuo-
so por calentamiento con un contenido de 5,88
g acido galico/100 g muestra seca inhibié 30
y 70% de crecimiento micelial de Fusarium
graminearum a una concentracion de 107 vy
106 UFC/ml respectivamente. Compuestos
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fendlicos de Caesalpinia spinosa presentaron
propiedades de interés para el control de Fu-
sarium graminearum y pueden ser ensayados
in vivo e invernadero.

Palabras clave: compuestos fendlicos; fito-
patoégeno; Fusarium graminearum; inhibicidn

ABSTRACT

Contextualization: Fusarium graminearum
is a field microorganism that affects grasses
and causes great losses, particularly to rice
crops. To counter these phytosanitary pro-
blems, excessive amounts of pesticides are
applied, causing damage to health and the en-
vironment. An alternative is to plant extracts
with a high content of bioactive compounds.

Knowledge gap: The pyrogallol tannins con-
tained in Caesalpinia spinosa pods have bio-
logical properties, Fusarium graminearum’s
micellial growth inhibition is effective at low
concentrations of UFC/ml.

Purpose: Therefore, the objective in this re-
search was to determinate in vitro the antifun-
gal activity of tare phenolic compounds (Caesal-
pinia spinosa) against Fusarium graminearum.

Methodology: Firstly, the phenolic com-
pounds extracted by maceration and heating
(60 °C) through water and ethanol-water mix,
the phenolic compounds content in the ex-
tracts determined by Folin-Ciocalteu method.
Secondly, a Fusarium strain obtained from a
rice culture isolated and identified by taxo-
nomic keys, after cell suspensions made with
concentrations 107 and 10 UFC/ml. For in vi-
tro evaluation, a disc with an inoculum of each
suspension placed in a culture medium contai-
ning C. spinosa extract.

Results and conclusions: Consequently, the
aqueous extract by heating with a content of
5.88 g gallic acid/100 g dry sample inhibited
30 and 70% of mycelial growth of Fusarium
graminearum with a concentration of 107 and
108 UFC/ml. Phenolic compounds of Caesalpi-
nia spinosa have properties of interest for the
control of Fusarium graminearum and can be
tested in vivo, in the greenhouse.

Keywords: Fusarium graminearum; inhibi-
tion; phenolic compounds; phytopathogen

RESUMEN GRAFICO

Muestra vegetal

Q Pretratamiento

Wainas maduras

° o

Qs
I——

Czeszlpinia spinosa Extractos

Macroscdpica

w Identificacicn

Microorganismos

Muestras Aislamiento

m@
——
Cultive
Qryza sativa
(fusariosis)

Identificacién vy
cuantificacion

E——

Microscopica

Extracto acuoso por

r’ calentamiento (EAC) ™)

Taninos
5,88 g AG/100g M35

Compuestos

fendlicos
Actividad in vitro del
extracto

' Inhibicidn del 70% del

crecimiento micelial
de Fusarium
6) 10® UFC/mi graminearum

Fusarivm graminearum

!

Conteo celular

—

Fuente: Autores.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 1: 39 - 50, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453



1. INTRODUCCION

Un cultivo transitorio que se ve afectado por
el ataque de microorganismos en el campo es
el arroz, un cereal de importancia mundial que
es un alimento basico para aproximadamente
3,500 millones de personas (Muthayya et al.,
2014). En el 2017 se produjeron aproximada-
mente 503 millones de toneladas métricas (t)
en todo el mundo (FAO, 2018). Entre 2016 y
2017 (de abril a mayo) en Ecuador, la produc-
cién de arroz fue de 660 mil t; 90 mil t menos
que durante el periodo 2015 - 2016. Esta dife-
rencia ocurrid a causa del fendmeno del Nifo
y el ataque de plagas y enfermedades (Beillard
& Vega, 2016). Se ha demostrado la presencia
de Bipolaris oryzae, Fusarium sp., Phoma sp.,
Phyllosticta sp., agentes causales de enferme-
dades en el grano que disminuyen la produc-
cién de arroz (Solis, 2016).

Por su parte, especies del género Fusarium
se consideran principalmente como hongos de
campo (Villa et al., 2014); son de particular es-
tudio porque pueden causar hasta el 90% de
pérdidas en la cosecha (Briones, 2014) en mo-
nocultivos, como es el caso del arroz, y afectan
la envoltura ocasionando la pudricidn de la mis-
ma (Villanueva et al., 2013; Bigirimana et al.,
2015). Los sintomas de Fusarium graminearum
en etapa de floracién del arroz son manchas de
color café claro en las glumas; posteriormente,
evolucionan a lesiones marrones de tamafio y
formas irregulares; en la etapa de llenado, las
glumas son de color purpura; y para la cose-
cha, los granos maduros tienen color marrdén
oscuro (Tabarelli et al., 2019). Actualmente, el
control de microorganismos fitopatégenos se
realiza mediante técnicas de agricultura con-
vencional (De Ledén et al., 2013), con efectos
negativos para la salud humana y dafios al me-
dio ambiente. Nuevas investigaciones plantean
el uso de plaguicidas botanicos que reempla-
cen gradualmente a determinados plaguicidas
quimicos (Nava et al., 2012).
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Por consiguiente, los plaguicidas botanicos no
generan resistencia y no se bioacumulan en el
medio ambiente; son metabolitos secundarios
(fitoquimicos) extraidos de diferentes fuentes
vegetales (Laxmishree & Nandita, 2017). Los
compuestos bioactivos se componen de alca-
loides, taninos, fenoles, flavonoides, terpe-
nos, entre otros (De Ledn et al., 2013). Los
compuestos fendlicos tienen varios propési-
tos en las plantas pero destacan la pigmen-
tacion y resistencia a patdégenos (Schéneberg
et al., 2018).

Por lo tanto, extractos como etandlicos de Gly-
cyrrhiza glabra y Myroxylon balsamum exhi-
bieron actividad antifingica frente a Fusarium
guttiforme (Cerqueira et al., 2015). Extractos
de acetato de etilo y metandlicos de Adeno-
phyllum aurantium y Alloispermum integrifo-
lium reducen el crecimiento micelial y esporu-
lacidn de Fusarium solani y Alternaria alternata
(De Ledn et al., 2014). Extractos etandlicos de
Phlomis fruticosa poseen actividad inhibitoria
contra Aspergillus niger, Fusarium tricintum,
Trichoderma viride (Sokovi¢ et al., 2013).

En particular, la tara (Caesalpinia spinosa),
un arbusto de tipo leguminosa originario del
Peru que predomina en zonas secas y va-
lles interandinos de Suramérica (He et al.,
2016), se aprovecha en la industria quimica
(taninos), alimenticia (aditivo hidrocoloide)
y farmacéutica (acido galico, antioxidante)
(Melo et al., 2013). Los taninos de C. spino-
sa son usados en medicina tradicional por
sus propiedades antiinflamatorios, antimi-
coticos, antibacterianos, antisépticos, an-
titumorales y antioxidantes (Murga et al.,
2016); su contenido de taninos estd en un
rango de 0,2 a 25% del total de masa seca,
dependiendo de la especie vegetal, tiempo
de cosecha, habitat y método de extraccion
(Cuong et al., 2020).
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El objetivo de este estudio fue determinar in
vitro la actividad antifingica de los compues-
tos fendlicos de tara (Caesalpinia spinosa)
frente a Fusarium graminearum.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestra vegetal y extractos crudos
Se recolectaron vainas completamente madu-
ras de Caesalpinia spinosa mediante el método
convencional en el municipio de Guachapala,
perteneciente a la provincia del Azuay, duran-
te el mes de abril del 2017; se seleccionaron
cinco arboles al azar y, en total, se colectaron
5 kg de muestra.

El material vegetal fue secado a temperatura
ambiente durante cinco dias; posteriormente,
se separaron las semillas de la vaina. En este
caso, las semillas no se tuvieron en cuenta.
Para la obtencién de la harina de C. spinosa se
realizé6 una molienda fina de las vainas en una
licuadora industrial Blender C86, luego se ta-
miz6 en un tamiz Advantech Nro. 18 para una
granulometria de 1 mm (Aguilar et al., 2012).

e Extracto acuoso por maceracion (EAM)
En un frasco de vidrio se colocaron 0,4
g de harina de C. spinosa con 70 ml de
agua destilada; después, se dejé en re-
poso y oscuridad durante 72 h a tem-
peratura ambiente; posteriormente, se
filtro y se llevd el extracto a un balén de
aforo de 100 ml (Rodriguez et al., 2012).

e Extracto acuoso por calentamiento (EAC)
En un vaso de precipitacion se colocaron
0,4 g de harina de C. spinosa con 70 ml
de agua destilada, la mezcla se calentd
a 60 °C por 10 min, luego se filtré y el
extracto se llevo a un balén de aforo de
100 ml (Jativa, 2011).

e Extracto hidroalcohdlico 30% por mace-
racion (EHM) En un frasco de vidrio se
colocaron 0,4 g de harina de C. spino-
sa con 70 ml de una solucion etandlica

30%; luego, se dejoé en reposo por 72 h
a temperatura ambiente; posteriormen-
te se filtré y el extracto se llevd a un
balén de aforo de 100 ml (Rodriguez et
al., 2012).

2.2 Identificacién y cuantificacion de
compuestos fenolicos (CF)

En un tubo de ensayo se colocé 1 ml de cada
extracto; particularmente, para el extracto
acuoso se adiciond una pequeia cantidad de
acetato de sodio. Después, se dosificaron a
cada muestra 3 gotas de cloruro férrico 5%,
la prueba es positiva cuando desarrollan una
coloracion azul oscura (Delporte, 2010).

Previamente, se disolvié el extracto en una
proporcion 1:10; en un frasco ambar, se colo-
caron 50 pl de muestra, 3950 pl de agua des-
tilada, 250 pl de reactivo de Folin - Ciocalteu;
luego de 2 min, se adicionaron 750 pl de car-
bonato de sodio 20% (v/v); posteriormente se
dejaron reposar por 1 h y se midieron a 750
nm la absorbancia.

La curva de calibracidon se realizd empleando
acido galico, como estandar, a concentraciones
de 200, 150, 100 y 50 ppm. La ecuacion de la
curva de calibracién corresponde a Y = 0,007077
* X + 0,003519, R2 = 0,9998. Las muestras se
analizaron usando el espectrofotometro UV - vis
Jasco V - 630, los resultados se expresaron en
gramos de acido galico/100 g muestra seca (g
AG/100 g MS) (Flor & Parra, 2017).

2.3 Aislamiento, identificacion y conteo
celular

Fusarium se aislé de un cultivo de arroz del
municipio Arenillas de la provincia el Oro en
Ecuador, para la recoleccidn del material biol6-
gico se consideraron plantas con fusariosis en
la espiga, el disefio de muestreo fue en forma
de X que consiste en tomar muestras de cada
esquina y del centro de la parcela, por cada
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punto se seleccionaron al azar 20 plantas, en
total se tomd 1 kg de muestra; granos infec-
tados se sumergieron en etanol 70% e hipo-
clorito de sodio 1% cada uno por 2 min; pos-
teriormente se colocaron en medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA) con 50 ppm de gen-
tamicina, en total 10 cajas Petri se incubaron
a 26,5 °C por 7 d (Arbito, 2017).

La identificacion del hongo se realizé mediante
claves taxondmicas establecidas por (Leslie &
Summerell, 2006) se analizaron caracteristi-
cas macroscopicas del micelio: color, aspecto
y pigmentacion del agar, y caracteristicas mi-
croscopicas como: macroconidias, microconi-
dias y clamidiosporas.

Después del lavado de esporas se prepard una
suspension celular de Fusarium graminearum
en agua destilada (el cultivo debia estar en el
dia 7), y luego se realizé una dilucién 1:10 y
se colocd una muestra en la cdmara de Neu-
bauer. Con la ayuda del microscopio de pan-
talla Micros Austria se realizé por triplicado el
conteo de conidios (Lage et al., 2013).

2.4 Evaluacion in vitro

En medios de cultivo PDA previo a su gelifi-
cacion se adicioné 5 ml de EAC, luego se im-
plantdé un disco con la concentracion total de
células y/o la dilucién 1:10. El control fue in6-
culo de Fusarium graminearum en un medio
PDA sin extracto. Las cajas se mantuvieron a
26,5 °C por 7 d en una estufa Mermmet, cada
ensayo se realizd por triplicado.

La capacidad inhibitoria se determind por la
superficie de crecimiento del micelio en cm2:
((Area control — Area tratamiento)/(Area con-
trol)). Para obtener los valores correspondien-
tes se consideré el diametro promedio debido
a que el crecimiento de los hongos es radial
pero no uniforme (Schéneberg et al., 2018).
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2.5 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se analizaron con
el software estadistico libre R versiéon 3.5.2.
Los resultados del contenido de compuestos
fendlicos en los extractos y la influencia so-
bre el crecimiento micelial radial se presen-
taron como medias * desviacidon estandar.
Diferencias entre tratamientos tanto para los
extractos como para la inhibicién in vitro se
evaluaron con el modelo ANOVA de una via
(aov{stats}), con un nivel de significancia de
0,05. Los supuestos de normalidad y homoge-
neidad de varianzas se evaluaron con la prueba
de Shapiro-Wilk (shapiro.test{stats}) y prueba
de Levene (leveneTest{car}), respectivamen-
te. Se realizaron comparaciones multiples por
parejas por la prueba de diferencia significati-
va honesta de Tukey (HSD.test{agricolae}) y
los resultados se expresaron como intervalos
de confianza al 95%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Compuestos fendlicos en extractos
Los extractos acuosos e hidroalcohdlico pre-
sentaron diferentes coloraciones de amarillo
leve a amarillo - café, esto se da por la presen-
cia de compuestos tanicos; ademas se obser-
varon fléculos de color blanco que se atribuye-
ron a gomas y resinas que posee C. spinosa;
De la Cruz (2004) defini6 a estas gomas o
hidrocoloides como biopolimeros que poseen
efectos gelificantes.

Los extractos acuosos e hidroalcohodlico mos-
traron una coloracion azul oscura, igual ca-
racteristica obtuvieron en Caesalpinia spinosa
(Cortez, 2012) y en Raputia heptaphylla (Coy
et al., 2014), esta coloracion indica que, en las
muestras existen taninos del tipo pirogalol.
Los taninos son compuestos fenodlicos solubles
en agua que se dividen en hidrolizables (galo-
taninos y elagitaninos) presentes en Caesalpi-
nia sp y condensados (proantocianidinas) pre-
sentes en Acacia sp (Anttila et al., 2013; Fraga
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et al., 2020). De acuerdo a Skowyra (2014)
el principal componente de los taninos de C.
spinosa son basados en el acido galoilquinico,
del cual derivan el acido galico, acido quinico
y grupos galoil.

Mediante el método de Folin - Ciocalteu el con-
tenido de CF en EAM, EAC y EHM fueron 4,77
- 5,88 - 4,76 g AG/100 g MS respectivamente
(Figura 1). Diferencias entre tratamientos p =
0,0306. Segun la prueba Tukey con el trata-
miento EAC, se obtuvo un mayor contenido de
CF. Segun Markom et al., (2007) los taninos
hidrolizables se extraen preferentemente con

agua o mezclas agua - etanol, razoén por la cual
EAM y EHM presentaron contenido similar de
compuestos bioactivos. Por otro lado, EAC fue
superior debido a que al adicionar energia (60
°C) a la extraccion se reducen la viscosidad y
tension superficial (Markom et al., 2010) per-
mitiendo que los taninos se liberen de la ma-
triz vegetal debido a la inestabilidad existente
(Wang et al., 2019; Cuong et al., 2020). Otra
propiedad de los solventes es la constante die-
léctrica, agua destilada 78,5 Fm ~ ! y etanol
es 24,5 Fm 1; segun (Cortez, 2012) un sol-
vente con mayor constante dieléctrica extrae
mayor contenido de metabolitos secundarios.

Fenoles (g AG/100 g MS)

a
Bl b -
b
57 T T
l i
EAM EAC EHM

Tratamientos

Figura 1. Los resultados del contenido de compuestos fendlicos (CF) en C. spinosa se expresan

como el promedio de g AG/100 g MS + DS. Comparaciéon de CF se realizo entre los diferentes

tratamientos: extracto acuoso por maceracion (EAM), extracto acuoso por calentamiento 60 °C (EAC)

y extracto hidroalcohdlico por maceracién 30% (EHM). Tratamientos con una letra comudn no

difieren en un nivel del 5%, segun la prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores.

En C. spinosa Kardel et al., (2013) de deter-
minaron por colorimetria taninos condensados
4,6 mg/g en extractos butanol-acido clorhidri-
co; sin embargo, en extractos por agua ca-
liente analizados en HPLC-MS la concentracién
de taninos hidrolizables fue 647 mg/g de equi-
valentes de epigalocatequina galato; Jativa
(2011) y Cortez (2012) con extractos acuosos

obtuvieron 42 y 23 g AG/100 g MS respectiva-
mente. Cabe mencionar que las muestras fue-
ron tomadas de arboles que se encontraban
en Ecuador. Por otro lado, Avilés et al., (2010)
obtuvieron en extractos acuosos e hidroalco-
hélicos 11 y 15 g AG/100 g MS respectivamen-
te, las muestras fueron extraidas de arboles
que se encontraban en Perd. Los resultados
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del contenido de CF difieren a lo reportado en
la literatura, por factores externos los cuales
condicionan a la especie vegetal; segin Nufiez
et al., (2017) las caracteristicas del suelo y las
condiciones climaticas influyen en la acumu-
lacion de compuestos fendlicos; de acuerdo a
Nieto & Barahona (2006) los requerimientos
para C. spinosa son: suelos franco arenosos,
temperatura 13 a 22 °C, humedad relativa <
80% vy precipitaciones < 750 mm. Una posi-
ble causa para el bajo contenido de CF son las
condiciones del suelo, debido a que los arboles
seleccionados en el muestreo se encontraban
en una zona con abundante materia organica.

3.2 Identificaciéon y conteo

celular de Fusarium

Las claves taxonémicas determinaron que el
hongo aislado fue Fusarium graminearum,

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

y sus caracteristicas macroscopicas fueron:
micelio bien desarrollado de aspecto lanudo
algodonoso y de crecimiento rapido; las co-
lonias inicialmente fueron de color blanco,
transcurridos los dias se tornaron de color
crema; en el reverso de la caja Petri el color
fue pardo; ademas, ciertos cultivos presen-
taron pigmentos rojos en el agar. Por otro
lado, las caracteristicas microscopicas fue-
ron: macroconidia delgada, paredes grue-
sas, ligeramente curvada, septos entre 4 y
6, célula basal en forma de pie y célula apical
conica, en esta especie hay ausencia de mi-
croconidias y clamidiosporas (Figura 2) (Mel-
garejo et al., 2010; Refai et al., 2015). Pacin
et al., (2002) determinaron la presencia de
F. graminearum en cultivos de arroz en la
regiéon costera de Ecuador.

Figura 2. A: Fusarium graminearum con micelio lanudo algodonoso, colonia de color crema; B: Macroconidia:

curva tipica septada, célula basal en forma de pie y célula apical cénica. Lente de inmersién 100x.

Fuente: Autores.

A través del conteo de células por camara de
Neubauer se obtuvo una concentracién apro-
ximada a 107 UFC/ml; por ende, la dilucion
1:10 tiene una concentracién cercana a 10¢
UFC/ml. Con cultivos de F. oxysporum y F.
solani el dia nueve (Lage et al., 2013) obtu-
vieron concentraciones 1,8 y 2,8 10° UFC/ml,
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esto demostrd la alta capacidad de esporula-
ciéon de F. graminearum.

3.3 Actividad in vitro del extracto

La actividad inhibitoria del EAC frente a Fusarium
graminearum en concentracion total - 107 UFC/
ml (CT) y concentracidn diluida - 106 UFC/ml (CD)
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se expresaron como la superficie de crecimiento
del micelio (cm?2), control 26,44; (CT+EAC) 18,38
y (CD+EAC) 7,89 (Figura 3). Para una mejor com-
prension los valores, se convirtieron en porcen-
taje de inhibicién, control no presento; (CT+EAC)

30,6% y (CD+EAC) 70,3%. Diferencias entre
tratamientos p = 6,18 e  5). De acuerdo con la
prueba Tukey con el tratamiento (CD+EAC) se
obtuvieron mayores porcentajes de inhibicién
frente al fitopatégeno (Figura 4).

Figura 3. Crecimiento micelial de Fusarium graminearum. A: Control, B: 107 UFC/mIl con extracto

acuoso por calentamiento (EAC) luego de 7 d a 26,5 °C.

Fuente: Autores.

25

20

10+

Superficie de crecimiento cm?

Control

CT+EAC CD+EAC

Tratamientos

Figura 4. Los resultados se expresan como el promedio de la superficie de crecimiento micelial en cm?2 de

Fusarium graminearum % DS. Control, 107 UFC/mI células mas extracto acuoso por calentamiento 60 °C
(CT+EAC), 10% UFC/mIl mas extracto acuoso por calentamiento 60 °C (CD+EAC), luego de 7 d a 26,5 °C. Trata-
mientos con una letra comun no difieren en un nivel del 5%, segun la prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores.
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En Fusarium sp Veloz et al., (2012) con ex-
tractos tanicos de Caesalpinia cacalaco al
1%, se obtuvo una inhibicién del 68%; en
Penicillium sp Jativa (2011) con extractos
tanicos de C. spinosa a 2500 y 5000 ppm
consiguieron 53 y 87% de inhibicidn respec-
tivamente, las mismas concentraciones fue-
ron aplicadas a Aspergillus niger y no existio
inhibicién. Extractos polifendlicos de Acacia
farnesiana obtuvieron 98% de inhibicion mi-
celial en Fusarium oxysporum Rodriguez et
al., (2012).

En esta investigacion se determindé que
EAC de C. spinosa frente a 10° UFC/ml de
Fusarium graminearum inhibi6 70% de su
desarrollo micelial, esto fue posible debido
a que el extracto contenia taninos
hidrolizables. Al comparar este resultado con
otros autores, se puede asumir que extractos

de especies pertenecientes a la familia
Fabaceae tienen alta capacidad reducir el
crecimiento in vitro de hongos

filamentosos.

Extractos crudos de Khaya ivorensis y Tetra-
cera potatoria Adekunle et al., (2003); As-
phodelus tenuifolius y Euphorbia guyoniana
Salhi et al., (2017); Rhus muelleri Jasso de
Rodriguez et al., (2015); Parthenium hyste-
rophorus, Acacia farnesiana y Pluchea carli-
nensis Rodriguez et al., (2000); Diospyros
cuneata Ruiz et al., (2016), contienen com-
puestos fendlicos, terpénicos y alcaloides
con actividad inhibitoria de 60 a 87% o ca-
pacidad fungicida frente a hongos filamen-
tos como F. graminearum , F. oxysporum, F.
sporotrichioides, A. niger, T. viride. En las
investigaciones citadas la presencia de com-
puestos fendlicos junto a otros metabolitos
secundarios alcanzaron altos porcentajes
de capacidad inhibitoria, lo que demuestra
gran potencial para controlar determinados
fitopatégenos.
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4. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos obtenidos del ex-
tracto crudo de vainas de C. spinosa demos-
traron tener actividad inhibitoria ante el cre-
cimiento micelial de F. graminearum a nivel
in vitro. EAC tuvo un contenido de 5,88 g de
AG/100 g MS y la presencia de taninos tipo pi-
rogalotanicos; mediante revision de literatura
se establecieron que las muestras son ricas
en taninos hidrolizables. Respecto a la activi-
dad antifungica, se obtuvieron 30 y 70% de
inhibicion frente a concentraciones de indcu-
lo 107 UFC/ml y 10% UFC/mI respectivamente.
Los resultados dan viabilidad a la realizacion
de estudios in vivo en invernaderos, controlan-
do ciertas variables y evaluando el uso de este
extracto en un sistema de manejo integrado
de plagas.
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RESUMEN

Contextualizacién: el incremento de la pro-
duccién de trigo ha provocado que las enfer-
medades patogénicas aparezcan con mas fre-
cuencia por la implementacion del monocultivo
y malas practicas agronémicas. La Septoriosis
0 Mancha de la hoja del trigo ocasionada por
Zymoseptoria tritici provoca una disminucién
en el area fotosintética ocasionando pérdidas
del rendimiento del grano que oscilan entre 17
y 50%, dependiendo del estado fenoldgico en
el que ocurre la infeccion.

Vacio de conocimiento: el método mas
frecuentemente para el control de la en-
fermedad se realiza mediante dos sistemas:
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la utilizacién de variedades resistentes a
la enfermedad o la aplicacién de
productos de sintesis quimica que pueden
ocasionar resistencia en la poblacion del
hongo y contaminacién en los suelos
trigueros. Por esto, se buscan nuevas
alternativas de manejo, como la
activaciéon de la resistencia sistémica
inducida mediante la aplicacion de acido
salicilico, que conlleva a cambios fisicos,
quimicos y moleculares como lignificacién
o induccién de proteinas relacionadas
con la patogénesis, que se encargan de
limitar o eliminar el ingreso de las hifas de
los hongos patogénicos, siendo una
alternativa sustentable.
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Propdsito del estudio: el propdsito del pre-
sente trabajo fue la evaluacion del efecto del
acido salicilico sobre el desarrollo de los sinto-
mas de la mancha de hoja del trigo ocasionada
por Zymoseptoria tritici, asi como establecer los
cambios sobre los componentes de rendimiento
en los cultivares Biointa 3004 y Buck sy 200.

Metodologia: el estudio se realizd en la es-
tacion experimental de Julio Hirschhorn, de la
Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Se
utilizaron los cultivares Biointa 3004 y Buck sy
200. El disefio experimental fue bloques com-
pletos al azar de tres repeticiones, constituido
por los siguientes tratamientos: control, ino-
culado con Zymoseptoria tritici, tratado con
acido salicilico y tratado con &acido salicilico e
inoculado con Zymoseptoria tritici, los ensayos
fueron desarrollados en la temporada invierno-
primavera del afio 2012 y 2013 y se determind
porcentaje de picnidios, porcentaje area necro-
sada, numero de espiguillas vacias, nimero de
granos de la espiga y peso de 1000 granos.

Resultados y conclusiones: |la cobertura de
picnidios disminuyé un 45%; el drea necrosada
un 40%; ademas el numero de espiguillas va-
cias disminuy6 un 4% e incrementé el nimero
de granos por espiga (5%) y peso de 1000 gra-
nos (2%). Se demuestra que el acido salicilico
controla en gran medida los efectos negativos
de la enfermedad y estimula los componentes
de rendimiento mejorando la productividad de
los cultivares evaluados.

Palabras clave: Zymoseptoria tritici, Triticum
aestivum, induccién de resistencia, mancha de
la hoja del trigo.

ABSTRACT

Contextualization: The increase in wheat
production has caused pathogenic diseases to
appear more frequently due to the implemen-
tation of monoculture. The Septoriosis or stain

of the wheat leaf caused by Zymoseptoria tri-
tici causes a decrease in the photosynthetic
area causing losses in grain yield ranging bet-
ween 17% and 50%, depending on the pheno-
logical state in which the infection occurs.

Knowledge gap: The most frequent method
for controlling the disease is the application of
chemical synthesis products, which has gene-
rated resistance in the population of the fun-
gus and contamination of the agroecosystems.
For this reason, new management alternatives
are being sought, such as the activation of sys-
temic resistance. Induced by the application
of salicylic acid that causes physical, chemi-
cal and molecular changes such as lignification
or the induction of various proteins related to
pathogenesis that does not allow the entry of
the hyphae of pathogenic fungi, being a sus-
tainable alternative.

Purpose: The purpose of this research was the
evaluation of the effect of salicylic acid on the
development of the symptoms of wheat leaf spot
caused by Zymoseptoria tritici, and to establish
its probable changes on the yield components in
cultivars Biointa 3004 and Buck sy 200.

Methodology: The study was carried out at
the Julio Hirschhorn experimental station of
the National University of La Plata (UNLP), for
which the cultivars Biointa 3004 and Buck sy
200 were used, the experimental design was
in divided plots with three replications and was
constituted by the following treatments: Con-
trol, inoculated with Zymoseptoria tritici, trea-
ted with salicylic acid and treated with salicylic
acid and inoculated with Zymoseptoria tritici.
and the tests were carried out in the winter-
spring season of 2012 and 2013 and the per-
centage of pycnidia, the percentage of necro-
tic area, the number of empty spikelets, the
number of grains of the spike, and the weight
of 1000 grains were determined.
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Results and conclusions: The pycnidia cove-
rage decreased by 45%; the necrotic area, by
40%; in addition, the number of empty spike-
lets decreased by 4% and the number of grains
per spike increased (5%) and the weight of 1000
grains (2%). It is shown that salicylic acid greatly

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

controls the negative effects of the disease and
stimulates the yield components, improving the
productivity of two cultivars evaluated.

Keywords: Zymoseptoria tritici, Triticum aes-
tivum, resistance induction, wheat leaf stain.
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1. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum) es el cereal de ma-
yor distribucidon geogréafica en el mundo y su
demanda ha aumentado con el incremento de
la poblacion. Uno de los problemas en la pro-
duccién de trigo es la mancha de hoja, o sep-
toriosis, que es provocada por Zymoseptoria
tritici (Z. tritici), en el estado anamorfo o ase-
xual del hongo; mientras que el estado sexual
o teleomorfo se conoce como Mycosphaerella
graminicola (Stukenbrock et al., 2010). En la
actualidad, la septoriosis del trigo esta pre-
sente en las principales zonas de cultivo del
mundo y esta catalogada como una de las
enfermedades de alto impacto en la produc-
cion del cultivo de trigo en Australia, Europa,
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América del Norte y del Sur, con pérdidas has-
ta del 60% en el rendimiento (Testa et al,,
2015; Gemechu et al., 2019). Por otra parte,
se ha registrado que mas del 70% de los fun-
gicidas aplicados en trigo son para el control
de la septoriosis, debido a que es una enfer-
medad endémica en las regiones del sudeste,
areas humedas y sub-humedas de Argentina.
Esto causa pérdidas significativas en el rendi-
miento del cultivo, comparables con los dafios
ocasionados por la roya negra, anaranjada y la
fusariosis de la espiga (Stocco, 2014).

Los sintomas de la enfermedad se caracterizan
por pequefias manchas foliares, clordticas e
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irregulares usualmente en las hojas inferiores.
Posteriormente, estas se expanden a las ho-
jas superiores y su incremento en la severidad
de Z. tritici en las hojas es causado por malas
practicas agrondmicas como: implementacion
de monocultivo, manejo inadecuado de dese-
chos de cosechas anteriores y mal manejo de
las semillas, lo que ha causado mayores pér-
didas en rendimiento y baja calidad del grano
debido a la enfermedad (Goodwin, 2007; Ve-
lazquez, 2012).

El manejo de la enfermedad se da mediante
el uso de umbrales de accion que justifiquen
la aplicacién de alguna técnica de control en
particular, como son los fungicidas (Egan et
al., 2020). Una alternativa no convencional es
mediante la activacién del sistema inmune;
en particular, la resistencia sistémica adqui-
rida (RSA) con la aplicacion exdégena de sus-
tancias quimicas, precursores de la cascada
enzimatica para la activacion de las proteinas
PR (proteinas relacionadas con la patogénesis
en inglés pathogenesis-relared) que generan
resistencia a fitopatégenos (Fu, 2013; Cama-
rena, 2007).

La RSA se basa en el reconocimiento del inva-
sor y un evento subsecuente de transduccién
de sefiales que conduce a la activaciéon de las
defensas. En muchos casos, la infeccion loca-
lizada induce resistencia a un amplio espectro
de patdgenos tales como hongos, bacterias o
virus, esta resistencia se expresa localmente
en el sitio de ataque por el patégeno y sistémi-
camente, en partes no infectadas de la planta
(Vidhyasekaran, 2020). Asi, la infeccién pre-
dispone a la planta a resistir efectivamente a
ataques posteriores de patdgenos.

Uno de los compuestos mas estudiado para
la activacion RSA es el acido salicilico (AS)
que genera una serie de reacciones involu-
cradas en la sefializacién de defensa de la

planta (Wu et al., 2016; Viot et al., 2008).
También el AS se encuentra involucrado
en procesos como germinacién de semi-
llas, crecimiento celular, respiracion, cierre
de estomas, expresion de genes asociados
a senescencia, respuesta a estrés abidtico,
termogénesis y resistencia a enfermedades
(Vidhyasekaran, 2020).

Con base en lo anterior, el objetivo del trabajo
fue evaluar el efecto del acido salicilico sobre
el avance de los sintomas de la Septoriosis del
trigo en las primeras cuatro hojas expedidas;
ademas, establecer su efecto sobre los com-
ponentes de rendimiento.

2. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se llevaron a cabo en la Esta-
cién Experimental Julio Hirschhorn de la Fa-
cultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la
Universidad Nacional de la Plata, el Instituto
de Fisiologia Vegetal (INFIVE) y Centro de
Investigaciones en Fitopatologias (CIDEFI),
en la localidad de la Plata, de la Provincia
de Buenos Aires (Argentina), en las campa-
fias de invierno-primavera de los afios 2012-
2013, con temperatura media de 14,2 y 15,2
°C respectivamente. Se utilizaron las varie-
dades de trigo Buck sy 200 con resistencia
moderada Z. tritici, buena calidad industrial,
de ciclo intermedio y alto potencial de ren-
dimiento; mientras que la variedad Biointa
3004, presenta susceptibilidad a Z. tritici, un
ciclo de vida largo, resistencia al vuelco, to-
lerancia al desgrane y su calidad industrial
es intermedia. Cada variedad presenté 4 tra-
tamientos: Control (C) sin aplicaciéon de pro-
ductos quimicos, tratado con acido salicilico
(AS), inoculado con Z. tritici (Sep) y tratado
con acido salicilico e inoculado con Z. tritici
(AS+Sep). Se sembraron las semillas en par-
celas de 4 m?(2x2), con densidad de siembra
de 250 plantas/m?y fertilizadas preemergen-
cias con 70 kg/ha de fosfato diamodnico y 40
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kg/ha de urea. El disefio experimental que se
utilizo para los ensayos fue bloques comple-
tos al azar con tres repeticiones.

Preparacion y aplicacion del acido salicilico
Se prepararon soluciones del AS en concen-
tracion 100 pM siguiendo el protocolo descri-
to por Tejada et. al (1998). La aplicacion se
efectud en el momento que aparecieron dos
hojas expandidas en la planta y se asperjaron
los tratamientos AS y AS+Sep hasta punto de
goteo; para realizar esta labor se utilizd una
bomba de aspersidon manual. Los tratamientos
C y Sep fueron cubiertos por 2 horas con bol-
sas de polietileno para evitar la contaminacion
de los tratamientos por deriva.

Preparacion del inoculo de Z. tritici e ino-
culacion en campo

La cepa de Z. tritici fue aislada de muestras de
hojas de trigo de la localidad de 9 de Julio de
la provincia de Buenos Aires-Argentina (FAL-
P9]008) y utilizada por su capacidad de virulen-
cia y patogenicidad (Stocco, 2014). La cepa se
multiplicé en cajas de Petri que contenian medio
Agar-Malta (30 g/L de extracto de malta, 5 g/L
de peptona, 2 g/L de extracto de levadura y 20
g/L de agar), y se incubo a 28 °C por 7 dias. A
las cajas de Petri se les adiciond agua estéril y se
procedid a raspar la superficie para extraer las
esporas. Se filtré la suspensiéon resultante, con
el fin de eliminar restos del medio de cultivo, y
se llevd a una concentracion de 1x10¢ esporas/
mL. Se hizo necesario afiadir Tween 20 a una
concentracion de 0,05% (v/v), para una mejor
adherencia a la superficie de las hojas de trigo.

Para los tratamientos AS+Sep y Sep, el inocu-
lo de Z. tritici fue asperjado en horarios de la
tarde hasta punto de goteo; ademas, se aplicd
riego en intervalos de tres horas por un perio-
do de 72 horas, con el propédsito de mantener
la humedad relativa mayor al 80%, y, de este
modo, evitar la deshidratacion de las esporas
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del hongo, asegurando una buena infeccion

del patdgeno. Los tratamientos control y AS

fueron cubiertos con polietileno para evitar con-
taminacion por deriva.

Cuantificacion de los sintomas de mancha
de la hoja

La evaluaciéon de la enfermedad se realizd a
50 plantas por unidad experimental en los dos
cultivares, a los 25 dias postinoculacién con
Z. tritici, mediante la escala de Rosielle, que
cuantifica el porcentaje de area necrosada (A-
N) y porcentaje de cobertura picnidial (Cob-P);
se determiné en las 4 primeras hojas expandi-
das (Ramirez et al., 2016).

Cuantificaciéon de los componentes

del rendimiento

Las plantas se cosecharon y llevaron al labo-
ratorio, donde se determind los componentes
del rendimiento: nimero de espiguillas por es-
piga; niumero de espiguillas vacias; numero de
granos por espiga; y peso de 1000 granos del
macollo principal.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las diferentes deter-
minaciones (cuantificacién de la enfermedad
y componentes de rendimiento) se sometie-
ron a un analisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor (tratamiento) mediante el software
Infostat (Rienzo et al., 2014); sus medias se
contrastaron con el test de Fisher utilizando
una significancia del 5% (P<0,05). Ademas, se
aplicoé la prueba Shapiro-Wilks para determi-
nar que los datos tomados en campo presen-
tan una distribucién normal.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la aplicacion exdgena
de AS en el control de Z. tritici

La evaluacion en el ano 2012 del cultivar Bioin-
ta 3004 se muestra en la Tabla 1. Los efec-
tos de la enfermedad fueron mas notorios en
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la primera hoja, respecto a las mas jovenes,
pasando del 98,3% A-N en la primera hoja, al
5% en la cuarta hoja. El A-N de la primera hoja
se redujo con la aplicacion de AS, incluso con
valores inferiores al C (del 15 al 9%). De igual
forma, se observoé una reduccion del 70,7% en
el tratamiento AS+Sep. Con respecto a Cob-
P, este presentd una disminucién del 30% en
la primera hoja a 0% en la cuarta hoja en el
tratamiento AS+Sep. Respecto a los AS y el C,
estos no presentaron diferencias significativas.

En la segunda hoja, el AS no mostré diferen-
cias significativas respecto al C en A-N; sin

embargo, la aplicacién de AS manifesté reduc-
cion del 58,3% y Cob-P disminuyé un 41%. En
la tercera hoja el AS redujo el A-N en un 34%
y Cob-P un 47%. Tanto en el C como el trata-
miento con AS no se observaron cambios en
estos parametros.

En la cuarta hoja del tratamiento AS+Sep,
se observd una reduccion del 3,7% vy 3,5 %
en A-N y Cob-P respectivamente. Para el afio
2013, las tendencias fueron similares en cuan-
to a la reducciéon de A-N y Cob-P por la aplica-
cion de AS en el tratamiento que fue infectado
con Z. tritici.

Tabla 1. Evaluacion del control de Z. tritici con la aplicacion de AS en cultivar Biointa 3004.

Biointa 3004 A-N (%) Cob-P (%)
Tratamientos N° de hojas Afo 2012 Ao 2013 Afo 2012 Ao 2013
C 1 15,3 11,22 2,02 9,52
Sep 1 98,3¢ 99,3¢ 90,7° 96,1¢
AS 1 9,3° 4,02 1,72 5,02
AS+Sep 1 70,7¢ 75,80 61,0¢ 69,1°
Cc 2 2,42 2,22 0,52 0,3°
Sep 2 99,3¢ 99,3¢ 81,00 79,0¢
AS 2 1,12 1,12 0,52 0,3°
AS+Sep 2 41,0¢ 38,00 40,0¢ 26,7¢
C 3 0,3° 0,3° 0,5° 0,22
Sep 3 45,3 32,7¢ 49,0° 22,1
AS 3 0,1° 0,2° 0,1° 0,22
AS+Sep 3 6,0¢ 8,2° 1,02 0,72
C 4 0,4° 0,2° 0,5° 0,12
Sep 4 4,7° 7,90 3,50 3,2°
AS 4 0,02 0,2° 0,02 0,12
AS+Sep 4 1,0° 1,0° 0,02 0,22

ANOVA para cada hoja, aplicando el test LSD Fisher (P < 0,05) entre las medias. Letras diferentes por columna indican
diferencias significativas. A-N area necrosada, Cob-P cobertura de picnidios, C tratamiento Control, Sep tratamiento
infectado con Z. tritici, AS tratado con acido salicilico y AS+Sep tratado con acido salicilico e infectado con Z. tritici.

Fuente: Autores.
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La evaluacion del afio 2012 del cultivar Buck
sy 200 se muestra en la Tabla 2. Los efec-
tos de la enfermedad son mas notorios en la
primera hoja que en las hojas mas jovenes,
disminuyendo de un 10% del A-N en la pri-
mera hoja al 0% en la cuarta. El tratamiento
con AS tiende a disminuir el A-N y Cob-P pero
no difiere significativamente respecto a C. En
la segunda hoja el tratamiento con AS y C no
tienen cambios significativos en el A-N y Cob-
P, mientras que en el tratamiento AS+Sep se

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

observé disminucion del 58,7% en el A-N vy la
Cob-P un 62%.

En cuanto a la tercera hoja, se redujo el A-N
y Cob-P en 19% y 20% respectivamente.
El C y el tratamiento con AS no mostraron
sintomas ni signos de la enfermedad para
la cuarta hoja. Para el afo 2013 (Tabla 2),
las tendencias fueron similares a las del afio
2012 con un incremento moderado de la en-
fermedad.

Tabla 2. Evaluacién del control de Z. tritici con la aplicacidon de AS en cultivar Bluck sy 200.

Buck sy 200 A-N (%) Cob-P (%)

Tratamientos N° de hojas afio 2012 afio 2013 afio 2012 afo 2013
C 1 4,92 1,82 1,0° 0,3°
Sep 1 99,3¢ 90,3¢ 81,0¢ 90,2¢
AS 1 5,02 2,7° 0,3° 0,32
AS+Sep 1 89,3 70,6° 42,7° 67,8°
C 2 0,3° 0,3° 0,3° 0,32
Sep 2 95,1¢ 98, 3¢ 79,7¢ 90,2¢
AS 2 1,5 0,2° 0,3° 0,12
AS+Sep 2 36,40 68,9° 17,32 47,8P
C 3 0,0¢ 0,0° 0,0° 0,0°
Sep 3 19,3b 29,7° 20,0° 18,3°
AS 3 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
AS+Sep 3 0,02 0,02 0,0° 0,02
C 4 0,0° 0,0° 0,0° 0,12
Sep 4 0,02 7,90 0,02 3,2b
AS 4 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°
AS+Sep 4 0,02 0,02 0,0° 0,02

ANOVA para cada hoja, aplicando el test LSD Fisher (P < 0,05) entre las medias. Las letras diferentes por columna
indican diferencias significativas. A-N area necrosada, Cob-P cobertura de picnidios, C Control, Sep infectado con Z.
tritici, AS tratado con acido salicilico y AS + Sep o tratado con acido salicilico e infectado con Z. tritici.

Fuente: Autores
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A partir de los experimentos en campo de los
cultivares comerciales Biointa 3004 y Buck
sy 200 se puede deducir que el AS tiene un
efecto positivo sobre el control del patdégeno
Z. tritici, este efecto podria estar relaciona-
do con los mecanismos de sefializacion en
la repuesta de defensa a patdégenos (Wu et
al., 2016). El AS es un factor de transcrip-
cion del gen NPR1 que activa la transduccién
de defensas y los mecanismos que tiene la
planta para evitar la infeccién patogénica en
los cultivares evaluados (Fu, 2013; Moreauet
et al., 2012; Fu et al., 2012). Por otra parte,
Wang et al., (2018) demostrdé que la aplica-
cién de AS en plantas de trigo disminuye un
40% la infeccién por Phaeosphaeria nodo-
rum, esta disminucion se debe a que las hi-
fas del hongo no pueden penetrar las células
de la epidermis y las células de la vaina por
la lignificacién prematura, acumulacién de
calosa y concentracién de calcio en la pared
de las células producto de la activacion del
sistema de defensa. Otros reportes indican
que en plantas de trigo los niveles de AS,
calosa, compuestos fendlicos, peroxidasa,
fenilalanina amonio liasa y polifenol oxidasa
aumentan la resistencia a Fusarium grami-
nearum (Sorahinobar et al., 2016), por lo que
se puede inferir que la aplicacién exdgena
del AS puede controlar diferentes fitopato-
genos mediante la induccion de la resistencia
sistémica adquirida.

Determinacion de los componentes

de rendimientos

Namero de espiguillas

El nimero de espiguillas por espiga no pre-
sentd cambios significativos entre los tra-
tamientos para los dos anos de evaluacion,
quedando determinado en 21 espiguillas en
los dos cultivares. Esto se debe a la gran es-
tabilidad genética en este caracter, indicando

que AS y la enfermedad no afectan la acti-
vacion de los genes encargados de la for-
macién y determinacién del nUmero de es-
piguillas por espiga (Tabla 3 y Tabla 4). Las
evidencias bibliograficas indican que el AS y
Z. tritici no afectan la determinacion del nu-
mero de espiguillas, pero si afectan en nu-
mero de flores y fecundaciéon de las mismas
(Rodriguez et al., 2008; Wada et al., 2010;
Appu, 2014; Martin et al., 2015)

Namero de espiguillas vacias

En el cultivar Biointa 3004 en el afio 2012, se
observé un aumento del 16% en el nimero de
espiguillas vacias. En las plantas que fueron
infectadas con Z. tritici, para el afio 2013 el
dafio fue mayor, aumentando al 29%. Los tra-
tamientos con AS y AS+Sep redujeron el na-
mero de espiguillas vacias en un 66% en pro-
medio, para el cultivar Buck sy 200. En el afio
2012 - 2013 se observé un aumento del 21,8
% y 36,6% en el tratamiento con Sep respec-
tivamente, mientras que los tratamientos con
AS y AS+Sep no modifican este parametro
comparado con el control (Tabla 3).

El tratamiento infectado con Z. tritici se afec-
ta de forma negativa aumentando el niamero
de espiguillas vacias entre el 16% vy el 30%,
mientras que la aplicacién de AS muestra un
efecto positivo sobre este componente evitan-
do la pérdida de granos y, en consecuencia,
un menor nimero de espiguillas vacias. Estos
resultados son similares a los reportados por
Seadh y Metwally (2015) quienes demostra-
ron que la aplicacién exdgena de AS mejora
el rendimiento y la productividad al controlar
los efectos negativos provocados por los pa-
tdgenos Cephalosporium sp., Fusarium culmo-
rum, F. moniliforme y F. graminearum sobre
los componentes del rendimiento en cultivares
de trigo egipcios.
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Tabla 3. Variables evaluadas de componentes de rendimiento del cultivar Biointa 3004

y tratadas con AS e inoculadas con Z. tritici en campo para los afos 2012 y 2013

(o} Sep AS AS+Sep
Biointa 3004 Afo Afo Afo ARo Afo Afo Afo ARo
2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
N° de espiguillas 21,02 21,04 21,02 21,04 21,02 21,04 21,02 21,04
N° de espiguillas vacias 2,72 3,08 3,1° 4,1¢ 2,72 2,17 2,62 2,27
N° de granos por espiga 49,0° 48,58 45,12 46,2° 49,9 51,2¢ 49,1° 49,28
Peso de 1000 granos (g) 27,00 28,38 25,42 25,9% 29,1¢ 30,3¢ 27,6° 28,28

Control (C), Sep (infectado con Z. tritici), AS (tratado con acidos salicilico) y AS+Sep (tratado con acido
salicilico e infectado con Z. tritici). ANOVA para cada variable, test LSD Fisher (P < 0,05) entre las medias
de los tratamientos. Las Letras diferentes horizontales por componentes de rendimiento indican diferencias
significativas, letras con minusculas afio 2012 y letras en mayusculas afio 2013.

Fuente: Autores.

Namero de granos de la espiga principal

Para el afio 2012, el cultivar Biointa 3004 presen-
té una disminucién del 6,9% en el numero gra-
nos por espiga en plantas inoculadas con Sep,
mientras que los tratamientos AS y AS+Sep no
mostraron cambios significativitos en este com-
ponente respecto al control. En el afio 2013, en
el tratamiento con Sep presentd disminucién en
un 4,7%, mientras que las plantas tratadas con
AS mostraron un aumento del 5,6% (Tabla 3).

Los resultados del cultivar Buck sy 200 fue-
ron similares al cultivar Biointa 3004, para los
dos afios de evaluacién a excepcion de trata-
miento con AS+Sep que aumentd el nimero
de granos por espiga en un 2,9% (Tabla 4).
Muthukrishnan et al., (2014) y Seadh et al.,
(2015) reportan que la aplicacion exégena de
AS en cultivares de trigo mejoro el nimero de
granos por espiga en el orden de 2,1% a 7,3%,
sin causar efectos negativos sobre la calidad
industrial del grano, modificando de forma po-
sitiva el nUmero de espiguillas vacias por un
aumento en la emisién de flores y una mayor
fecundacion de las mismas. Cabe aclarar que,
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en nuestros ensayos, no se realizdé evaluacion
en la calidad industrial de los granos.

Peso de 1000 granos de la espiga principal
La evaluacién realizada en los dos afios mues-
tra aumento en el peso de los granos en las
plantas tratadas con AS (4,4% afio 2012 y
7,6% afio 2013), mientras que el tratamiento
con AS+Sep no tuvo diferencias significativas
respecto a C. Por otra parte, el tratamiento
inoculado con Sep mostré menores valores en
el peso de los granos 1000 granos, con valo-
res de 5,9% en el afio 2012 y -8,4% en el afio
2013 (Tabla 3).

El cultivar Buck sy 200 presentdé un aumento
en el peso de 1000 granos respecto al cultivar
Biointa 3004, mientras que en las plantas tra-
tadas con AS aumentod un 9,1% y un 4,4% en el
2012 y 2013 respectivamente (Tabla 4). Se ob-
servaron resultados similares en el tratamiento
con AS + Sep aumentados un 5,5% y un 1,5%
respectivamente. Con respecto a las plantas in-
fectadas con Sep y C no presentaron cambios
significativos en el peso de los 1000 granos.
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Tabla 4. Variables evaluadas de componentes de rendimiento del cultivar Buck sy 200

y tratadas con AS e inoculadas con Z. tritici en campo para los afios 2012 y 2013.

(o} Sep AS AS+Sep
Buck sy 200 Afio Afio Afio Afio Afio Afio Afio Afio
2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Numero de espiguillas 21,02 21,08 21,02 21,04 21,02 21,04 21,02 21,04
Numero espiguillas vacias 3,22 3,07 3,90 4,18 3,22 3,0~ 3,12 3,07
Numero de granos por espiga 47,8° 48,58 | 46,2° 45,64 48,3° 48,18 47,0° 49,9¢
Peso de 1000 granos () 33,3> 33,3®  32,1° 31,7 35,3¢ 35,30 34,3c | 34,3¢

C (control), Sep (tratamiento con inoculadas con Z. tritici), AS (tratamiento asperjado con acido salicilico) y AS+Sep
(tratamiento asperjado con acido salicilico e inoculado con Z. tritici). ANOVA para cada variable, aplicando el test
LSD Fisher (P < 0,05) entre las medias de los tratamientos. Las Letras diferentes horizontales, por componentes de
rendimiento, indican diferencias significativas, letras con minusculas afio 2012 y letras en mayusculas afio 2013.

Fuente: Autores

La septoriosis influye en la calidad del gra-
no por presentar una disminucion significa-
tiva en el peso de 1000 granos. Estos datos
son similares a los reportados en los estu-
dios de Rodriguez et al., (2008), en los que
se presentaron pérdidas en el peso de 1000
granos debido a la presencia del patégeno Z.
tritici, afectando directamente el rendimiento
del cultivo. En los tratamientos que se aplico
AS, para los dos cultivares evaluados, se ob-
servé un aumento en el peso de los granos
del 10% y 6%. estos datos son congruentes
con las investigaciones hechas por Martinez
et al., (2013) y Sneadh et al., (2015), quie-
nes observaron que la aplicacion de AS a las
plantas de trigo, mejord el peso de los gra-
nos entre el 4,6 y el 17,0% vy el rendimien-
to por hectdrea aumenta entre 600-800 Kg.
Este efecto también fue observado en otros
cultivos, como papaya y chile habanero (Guz-
man et al., 2012; Martin et al., 2015). En este
estudio, la inoculacidon con AS+Z. tritici con-
trold el efecto provocado por la enfermedad
en el peso de los granos. Es posible que esto
se deba a la resistencia sistémica adquirida
reconoce al invasor y posteriormente se da
la transduccion de sefiales que conduce a la

activacion de defensas impidiendo el dafio de
las hojas, lo que evita la pérdida de la activi-
dad fotosintética y la senescencia prematura
de la hoja (Sneadh et al., 2015).

4. CONCLUSIONES

La activacion temprana de la resistencia sisté-
mica adquirida mediada por la aplicacion exo-
gena de AS control6 la cobertura de picnidios
en un 45% vy el area necrosada en un 40%. Es-
tos resultados estarian relacionados con el au-
mento de la concentracion de lignina, calosa y
calcio en la pared celular que evita la infeccion
de Z. tritici en las hojas de trigo y disminuye
los efectos adversos en los componentes de
rendimiento. Ademas, en el tratamiento donde
se aplicé AS, se estimula el incremento en al-
gunos parametros del rendimiento, lo que me-
joraria los kilogramos de granos. Lo anterior
abre una nueva perspectiva muy promisoria
para el manejo sustentable de la enfermedad,
debido a que el AS es un producto no contami-
nante para el medio ambiente y puede ser una
alternativa ecoldgica dentro de una agricultura
limpia, disminuyendo los impactos negativos
en la fauna y la microfauna de las zonas tri-
gueras en la republica de Argentina.
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RESUMEN

Contextualizacion: la piroplasmosis equina
es una enfermedad transmitida por garrapa-
tas, causada por protozoarios de la especie
Babesia caballi y Theileria equi. Los animales
afectados presentan diferentes signos cli-
nicos que incluyen anemia, fiebre, ictericia
y depresidon. Los equinos infectados con T.
equi pueden ser portadores de manera vita-
licia del parasito, mientras que aquellos que
contraen B. caballi pueden diseminarlo por
algunos afios hasta finalmente quedar libres
de la infeccion.

Vacio de investigacion: en Colombia existen
pocos estudios sobre el aislamiento e identifi-
caciéon de hemoparasitos en equinos mediante
técnicas moleculares como reaccién en cadena
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de la polimerasa. Dentro de estos parasitos se
encuentran Babesia caballi y Theileria equi,
agentes causantes de la Piroplasmosis una en-
fermedad de declaracion obligatoria por la Or-
ganizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

Proposito del estudio: el objetivo de este
estudio fue identificar la Piroplasmosis equina
mediante PCR en un criadero localizado en el
municipio de Jamundi (Valle del Cauca).

Metodologia: de un total de 20 ejemplares,
divididos en dos grupos, (animales estabula-
dos y animales en potrero), se colecté san-
gre periférica para realizar frotis tefiidos con
Wright. Ademas, se enviaron otras muestras al
laboratorio para diagndstico molecular.
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Resultados y conclusiones: todas las mues-
tras con Wright fueron negativas a hemopara-
sitos, sin embargo, por PCR convencional fue
posible identificar piroplasmosis. La PCR fue
un método sensible y confiable para diagnosti-
car la enfermedad en un individuo asintomati-
co. Mas estudios deben ser realizados en esta
region sobre Babesia sp., para identificar sus
posibles factores predisponentes y causales,
asi como para mejorar las medidas de preven-
cién, control y tratamiento.

Palabras clave: Babesia sp.; caballo; diag-
néstico; garrapatas; protozoo.

ABSTRACT

Contextualization: Equine piroplasmosis is
a tick-borne disease, caused by protozoa Ba-
besia caballi and Theileria equi. The animals
affected have different clinical signs that in-
clude anemia, fever, icterus and depression.
Infected equids with T. equi can carry the he-
moparasite for life, while the infected animals
with B. caballi can disseminate for a few years
until finally get rid of the infection.

Knowledge gap: In Colombia there are few
studies on the isolation and identification of
hemoparasites in equines using molecular te-
chniques such as PCR. Among these parasites

are Babesia caballi and Theileria equi, causati-
ve agents of Piroplasmosis a disease notifiable
by the World Organisation for Animal Health.

Purpose: The aim of this study was to identify
equine piroplasmosis using polymerase chain
reaction in a farm located in Jamundi (Valle
del Cauca).

Methodology: In a total of 20 animals, divi-
ded in two groups, (animals in stable and ani-
mals in grassland) was collected peripheral
blood to perform smear stained with Wright.
Also, other samples were sent to the labora-
tory for molecular diagnosis.

Results and conclusions: All samples with
Wright were negative for hemoparasites,
however, by PCR it was possible to identify pi-
roplasmosis. Conventional PCR was a sensitive
and reliable method to diagnose the disease
in an asymptomatic individual. More studies
should be carried out in this region on Babesia
sp. to identify possible predisposing and cau-
sal factors, as well as to improve the measures
for its prevention, control and treatment.

Keywords: Babesia sp;
ticks; protozoon.

horse; diagnosis;
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1. INTRODUCCION

La piroplasmosis equina (PE) es una enferme-
dad producida por protozoarios de la especie
Babesia caballi y Theileria equi, transmitida
principalmente por garrapatas de los géneros
Hyalomma sp., Rhipicephalus sp. y Dermacen-
tor sp. Otras formas de infeccidon reportadas
son las agujas contaminadas o transfusiones
sanguineas (Gray, Estrada-Pefia y Zintl, 2019;
Onyiche et al., 2019).

Existen cuatro formas de presentacion de esta
enfermedad: hiperaguda, aguda, subaguda y
cronica. La de mayor frecuencia es la PE agu-
da, en la cual, los animales presentan fiebre,
inapetencia, disnea, taquipnea, malestar y
congestién en las mucosas. En los casos cro-
nicos, los signos clinicos incluyen inapetencia
leve, baja tolerancia al ejercicio, fiebre tran-
sitoria y pérdida de peso (OIE, 2018; Onyiche
et al., 2019). La PE causa pérdidas econémicas
importantes en la industria equina, debido a los
costos en su control y tratamiento, abortos en
yeguas infectadas o la muerte de animales que
presentan cuadros hiperagudos o agudos. Ade-
mas, las yeguas infectadas (incluidas las por-
tadoras), pueden transmitir 7. equi a sus crias,
las cuales, a su vez, pueden nacer con anemia
o ser portadores sanos (Georges et al., 2011).

La enfermedad ha sido reportada en Asia,
Africa, América central, América del sur, en el
sur de Europa y Estados Unidos (OIE, 2018).
En Colombia algunos autores han informado
la presencia de Babesia sp. en tres departa-
mentos (Cordoba, Sucre y Antioquia), pero
la situacion epidemioldgica en el pais de PE
sigue siendo desconocida, debido a la ausen-
cia de estudios que identifiquen los vectores
incriminados en la transmisién (Benavides y
Rodriguez, 2009; Calderdn, Cardona y Verga-
ra, 2013; Agudelo-Ruiz et al., 2017; Strauch
et al., 2018).
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Segun la OIE (2018) existen diferentes técni-
cas para diagnosticar B. caballiy T. equi, cada
una con un propésito; por ejemplo, demostrar
la ausencia de la infeccion en una poblacion,
confirmar casos clinicos o contribuir a las po-
liticas de erradicacién. Entre las técnicas utili-
zadas para la deteccién de PE se encuentran la
tincion tipo Romanovsky en frotis sanguineo,
inmunofluoresencia indirecta (IFA), enzimoin-
munoanalisis de competicion (C-ELISA), y PCR
dirigida al gen de la subunidad 18S de ARNTr.

El objetivo de este estudio fue identificar PE
en un criadero de caballos de raza paso
fino colombiano en el municipio de Jamundi,
mediante la utilizacion de coloracion con
Wright en frotis sanguineo y PCR convencional.

2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realiz6 en un criadero equi-
no ubicado en las coordenadas 3°15'39”N
76°32'22'0 del municipio de Jamundi, Valle del
Cauca, a una altura de 869 m.s.n.m. Las con-
diciones climaticas durante el desarrollo del
experimento fueron: temperatura promedio
de 24 °C, humedad relativa del 90% y precipi-
tacion media mensual de 90 mm.

Se seleccionaron 20 equinos de forma aleato-
ria, de una poblacidn total de 50 animales que
se encontraban en el criadero. Los ejemplares
escogidos se dividieron en dos grupos: 10 alo-
jados en pesebreras (Grupo 1); y 10 se encon-
traban en potrero (Grupo 2). La alimentacién
de los animales estabulados era con racion,
y los de potrero recibian racidon y consumian
pasto estrella (Cynodon plectotachyus). Cabe
mencionar que todos los animales en el area
de estudio contaban con el plan vacunal exigi-
do en el pais.
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Luego de la identificacidon de los animales, se
realizé un examen fisico, evaluando su condi-
cion corporal segun la escala de Henneke et
al., (1983) y constantes fisioldgicas. Las mues-
tras de los animales seleccionados se tomaron
en horas de la manana. La sangre extraida de
la vena transversa facial se utilizé para frotis
en portaobjetos tefiidos con Wright, siguiendo
el protocolo de Calderdén, Cardona y Vergara
(2013). Los portaobjetos se analizaron en el
Laboratorio de Ciencias Basicas de la Universi-
dad Antonio Narifio, Popayan. Por su parte, las
muestras colectadas de la vena yugular fueron
enviadas en una caja térmica a 4 °C al labo-
ratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de Antio-
quia, Medellin.

En el Laboratorio se hizo el aislamiento del

ADN de la sangre colectada, usando un kit
para sangre (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Para la técnica de PCR convencional, la mezcla
de reaccion se efectud en un volumen final de
50 uL, con solucién tampdén de amplificacidon
(10 mM Tris HCI (pH 8,0), 50 mM KCl y 1,5 mM
MgCl,), ademas de 3 pyL de ADN molde, 2 mM
de dNTPs, 2,5 pmol de cada primer universal
(Tabla 1) y 2,5 U de AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems, Tokio, Japon). En el termociclador
se repitieron 40 ciclos con los siguientes pa-
sos: desnaturalizacién durante 1 minuto a 96
°C; anillamiento durante 1 minuto a 60,5°C;
extension durante 1 minuto a 72°C; y exten-
sion final durante 10 minutos a 72°C. La visua-
lizacion de los productos de PCR se realizd por
electroforesis en gel agarosa al 1,5% tefidos
con bromuro de etidio (Figura 1).

Tabla 1. Primers universales utilizados en PCR para el diagnostico de Piroplasmosis Equina.

Nombre de parasito Primers Secuencia Numero de pares de bases
Theileria equi Bec-UF1-F 5'-GTTGATCCTGCCAGTAGTCA-3’ 913 bp

Bec-UR-R 5'-CGGTATCTGATCGTCTTCGA-3’
Babesia caballi Bec-UF1-F 5-GTTGATCCTGCCAGTAGTCA-3’ 867 bp

Bec-UR-R 5'-CGGTATCTGATCGTCTTCGA-3’

Fuente: autores

Figura 1. Electroforesis de la PCR con controles para
Piroplasmosis equina. En este estudio se utilizaron
Primers universales para Theileria equi y Babesia
caballi, con productos de PCR de 913 bp y 867 bp,
respectivamente. Debido a la pequefia diferencia del
tamafio entre las bandas, no es posible distinguirlas
usando un gel de agarosa, por lo que se reporta el
resultado como positivo para piroplasmosis sin espe-
cificar el género causal. WM= Marcador, CP = Control
positivo, CN = Control negativo.

Fuente: autores
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Analisis Estadistico

Se utilizé un andlisis estadistico descriptivo
para caracterizar la poblacién muestreada; y
luego se determinaron porcentajes, medidas
de tendencia central y medidas de disper-
sidn en las variables cualitativas (sexo y pre-
sencia de garrapatas) y cuantitativas (edad
y condicion corporal). Las tablas y graficos
para la obtencién e interpretacion de los re-
sultados se elaboraron en una hoja de Micro-
soft Excel.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Gray, Estrada-Pefia y Zintl (2019), determina-
ron que la Babesia caballi y la Theileria equi,
son dos protozoos intra-eritrocitarios causan-
tes de la babesiosis y theileriosis equina. Para
Wise et al., (2014), estas dos enfermedades en
conjunto también son conocidas como Piro-
plasmosis equina y se pueden transmitir por
garrapatas o de forma iatrogénica. Ademas,
Rothschild y Knowles (2007), sefialan que
estos protozoarios son capaces de infectar
también a mulas, burros y cebras, caracteri-
zandose clinicamente por una anemia hemo-
litica aguda.

En este estudio se selecciond el 40% de la po-
blaciéon de un criadero para muestreo sangui-
neo con el fin de identificar PE. El promedio de
edad de los machos que se analizaron fue de
76 meses, mientras que el de las hembras fue
de 88 meses. En el examen clinico, todos los
animales presentaron constantes fisioldgicas
normales, buena condicién corporal y ausencia
de ectoparasitos.

La frecuencia de Babesia sp., fue del 0% (0/20),
con la tincién de Wrigth. Diferentes autores
reportan frecuencias bajas para esta enferme-
dad cuando se utiliza la tincién de Wrigth. Asi,
Calderon, Cardona y Vergara (2013) reportan
una prevalencia de 18,25%, De Vera et al,
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(2006) 13,1% y Castellanos et al., (2010) 1,4
% para Babesia sp. Las tinciones sanguineas
permiten la identificacién del parasito median-
te el microscopio Optico, especialmente en la
fase aguda de la enfermedad; sin embargo, es
muy dificil su deteccién por frotis en anima-
les portadores cronicos o inaparentes (Krause,
2003; De Vera et al., 2006).

Por otro lado, durante la fase aguda de la in-
feccién, los parasitos en sangre pueden man-
tenerse en niveles bajos que se relacionan
como falsos negativos (Friedhoff y Soulé,
1996), especialmente para B. caballi, con pa-
rasitemias que pueden llegar al 0,1% (Wise et
al., 2013). Cabe destacar, que las pruebas san-
guineas presentan baja sensibilidad en com-
paracién con las pruebas moleculares como
la PCR (Rampersad et al., 2003; Alhassan et
al., 2005; Ibrahim et al., 2011; Malekifard et
al., 2014). En esta investigacién un animal
negativo a Babesia sp. en frotis sanguineo
tefido con Wright, resulté positivo por PCR
convencional. Se trataba de una yegua de 59
meses de edad, estabulada y con condicién
corporal 8/10 (Tabla 2 y Tabla 3). Respecto a
la variable sexo, en un estudio realizado con
équidos (caballos, asnos y mulas) se reportd
gue la frecuencia de infeccién en las hembras
fue de 55,5%, mientras que en los machos de
45,5%, para un total de 18 animales infecta-
dos (Agudelo-Ruiz et al., 2017).

De acuerdo con Bdse et al., (1995), la sensibi-
lidad del PCR es unas 100 veces superior a la
de las técnicas microscopicas, detectando el
ADN del parasito en una sangre con una para-
sitemia de 10-°, que se traduce en la deteccion
de un parasito por cada 1.000.000.000 eritro-
citos. Igualmente, los resultados con PCR son
confiables si la cantidad de ADN a detectar es
muy pequefa (1 picogramo, es decir, 102 gra-
mos de ADN).
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Tabla 2. Categorizacion de los animales segun las variables definidas para el estudio.

Ndamero Edad i Constantes Presencia de Tinf:ién PCR_
delcaso (meses) —°ox° ©C localizacion piiilsgicas Garrapatas W n9nt (SETEE EHE
para PE para PE

1 70 H 8 E N No - -

2 68 H 9 E N No _ _

3 59 H 8 E N No - +
4 72 H 8 E N No _ _

5 83 M 9 E N No - -

6 91 H 9 E N No _ _

7 47 M 9 E N No - -

8 53 H 8 E N No _ _

9 98 M 8 E N No - -
10 87 H 9 E N No _ _
11 130 H 8 p N No _ _
12 99 H 8 P N No - -
13 85 H 7 p N No _ _
14 79 H 8 P N No _ _
15 123 H 8 p N No _ )
16 110 H 8 p N No _ _
17 109 H 9 [>] N No _ _
18 99 H 8 p N No _ }
19 74 H 8 P N No _ _
20 86 H 7 P N No _ _

C.C= condicion corporal; M= Macho; H= Hembra; E= Estabulado; P=Potrero; N= Normales.

Fuente: autores

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de la edad y condicion corporal de los equinos evaluados.

Edad c.C % animal segin sexo
Promedio Total 86,1 8,2
Promedio Macho 76 8,66 15
Promedio Hembra 87,88 8,11 85
Desviacién estandar Total 22,04 0,61
Desviacién estandar Macho 26,21 0,57
Desviacidn estandar Hembra 21,65 0,6

Fuente: autores
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En Colombia se han realizado pocos trabajos
sobre la presencia de PE (Calderdn, Cardona
y Vergara, 2013; Agudelo-Ruiz et al., 2017;
Strauch et al.,, 2018). Agudelo-Ruiz et al.,
(2017), observaron una frecuencia de infec-
cion de PE del 13% (18/135), identificando
por primera vez la circulacion de T. equi en
el pais, en animales procedentes de Antioquia
y Cordoba. En este estudio, solo fue posible
identificar el género Babesia sp. mediante la
técnica PCR, debido a que no se utilizaron pri-
mers especificos para diferenciar las especies
que producen la PE. Por su parte, Calderodn,
Cardona y Vergara (2013) tomaron 126 mues-
tras para determinar la presencia de Babesia
sp., con coloracién de Wright, de las cuales, el
18,25% de las muestras resultaron positivas.
Dentro de ese porcentaje, observaron que
los animales estabulados eran los que mas se
encontraban infectados, en comparacién con
los semi-estabulados y de potrero, a pesar de
no encontrar garrapatas dentro de los grupos
analizados. Los resultados de ese trabajo se
asemejan con las caracteristicas encontra-
das en el animal positivo del presente estudio
(ver Tabla 2).

Garcia et al., (2013), determinaron que exis-
te mayor seroprevalencia de T. equi cuando
hay presencia de garrapatas en los animales
muestreados. Strauch et al., (2018) identifica-
ron que 28 de 980 caballos muestreados po-
seian garrapatas y, de estos, solamente cua-
tro fueron positivos para piroplasmosis. Segun
estos autores, deben existir otras formas de
transmision para la PE en Colombia y agregan
que existen factores de riesgo como la positi-
vidad a Anemia Infecciosa Equina y la presen-
cia de endoparasitos (Estréngilos u Oxiuros).

Por su parte, Mantran, Votion y Amory (2004),
indican que la presencia de esta enferme-
dad en climas cdlidos es baja; sin embargo,
se puede incrementar por el transporte de los
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equinos desde zonas donde hay registro de la
enfermedad (Sigg et al. 2010). En el area de
investigacion, se relaciona una poblacion alta
de équidos y una gran frecuencia de even-
tos deportivos con asistencia considerable
por parte de los criaderos que favorecerian la
transmision de PE.

En este estudio, se evidencid la presencia de
PE mediante la técnica de PCR convencional en
un criadero con 50 animales, esto significa que
existe riesgo de infeccién para otros animales.
Se sugiere seguir lo que ordena la autoridad
sanitaria colombiana (Instituto Colombiano
Agropecuario, ICA) y el cédigo sanitario para
animales terrestres de la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (capitulo 12.7) (OIE, 2019),
con el fin de prevenir la diseminacion de la en-
fermedad entre animales que se muevan de
una region a otra, o que participan en eventos
ecuestres y generan riesgo epidemioldgico.

La positividad del animal impide su exporta-
cion, su participacion en competencias o su
reproduccién. Adn son necesarios mas es-
tudios en Colombia que permitan compren-
der los factores de riesgo y causales de esta
enfermedad, igualmente generar trabajos a
nivel de diagnodstico de métodos directos e
indirectos para establecer programas de pre-
vencién y control.

4. CONCLUSIONES

La técnica de PCR convencional proporciona
una metodologia valida para identificar in-
dividuos asintomaticos con PE, que resultan
negativos a pruebas directas como los frotis
sanguineos tenidos con Wright. Para determi-
nar el estatus sanitario de la poblacion equina
frente a la Piroplasmosis, la prueba indirecta
de PCR permite generar validaciones epide-
miologicas que pueden ayudar a fortalecer
programas de control y prevencion frente a
esta enfermedad.
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RESUMEN

Contextualizacion del tema: la calidad del
agua de los embalses destinados al tratamiento
y suministro de agua potable se debe monito-
rear mediante analisis de toxicidad del agua y
sedimentos, ya que los sedimentos pueden ac-
tuar como fuente de contaminantes organicos,
de tal forma que durante procesos de mezcla y
transporte estos contaminantes pueden quedar
disponibles en los ecosistemas acuaticos.

Vacio de investigacion: debido a que estos
contaminantes esta en el orden de trazas, se
hace necesaria la utilizacion de metodos de
muestreo pasivo que permitan la acumulacién
de compuestos hidrofdbicos en dispositivos de
membranas semipermeables (SPMDs) para la
posterior evaluacion.

Proposito del estudio: en este estudio, se
evalué la toxicidad de extractos dializados de
muestreo pasivo tipo SPMD y de sedimentos,
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mediante ensayos Microtox®, usando la bacte-
ria Vibrio fischeri.

Metodologia: los 24 extractos analizados se
obtuvieron a partir de dispositivos de mem-
branas semipermeables (SPMDs) previamente
desplegadas durante 21 dias en seis estaciones
en el cuerpo de agua del embalse La Fe, Antio-
quia, durante cuatro campafias de muestreo.
Los extractos se sometieron a ensayo mediante
el Microtox Basic Test. La evaluacién del poten-
cial de toxicidad del sedimento del embalse se
analizé de igual forma en 12 muestras, median-
te ensayos de toxicidad aguda con Microtox®,
aplicando el protocolo Solid Phase Test (SPT).
Asimismo, se determinaron los parametros fisi-
coquimicos del agua pH, temperatura, conduc-
tividad eléctrica, oxigeno disuelto y turbidez.

Resultados: los resultados de los ensa-
yos mostraron que los extractos de SPMD
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recolectados en el cuerpo de agua no presen-
taron toxicidad, mientras que los elutriados de
sedimentos presentaron una toxicidad mode-
rada o baja.

Palabras clave: contaminantes; calidad del
agua; sedimentos; toxicidad aguda.

ABSTRACT

Contextualization: To guarantee the quality
of the water in the reservoirs destined to the
treatment and supply of drinking water, toxici-
ty analyzes of the water and sediments must
be carried out periodically, due to its can be
reservoirs of the organic pollutants that du-
ring remobilization processes could make tho-
se available in the aquatic ecosystems.

Knowledge gap: Because these contaminants
concentrations are found in traces (ng/L), it is
necessary to use passive sampling methods
that allow the accumulation of hydrophobic
compounds in semi-permeable membrane de-
vices (SPMDs) for subsequent evaluation.

Purpose: The purpose of this study was to eva-
luate the toxicity of samples from SPMD-type

passive sampling extracts and sediments by
the use Microtox® assays using the Vibrio fis-
cheri bacteria.

Methodology: The 24 extracts used in the
trial were obtained from semi-permeable
membrane devices (SPMDs) previously deplo-
yed for 21 days in 6 stations located in the
reservoir of the La Fe, Antioquia, in four sam-
pling campaigns. The extracts were tested by
Microtox Basic Test medium. The evaluation of
the toxicity potential of the reservoir sediment
was also analyzed by means of acute toxicity
tests with Microtox® applying the Solid Pha-
se Test (SPT) protocol as well as the physi-
cochemical parameters of water such as pH,
temperature, electrical conductivity, dissolved
oxygen and turbidity.

Results and conclusions: The results of the
toxicity tests indicate that the analysis of the ex-
tracts of SPMD collected in water reservoir La
Fe does not present toxicity, while those fed by
sediments presented moderate or low toxicity.

Keywords: water quality; acute toxicity; se-
diments.
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1. INTRODUCCION

La evaluacion de la toxicidad representa una
herramienta fundamental en el control y ma-
nejo ambiental de los vertimientos de conta-
minantes en los ecosistemas acuaticos (Beg &
Ali, 2008). Debido a que los compuestos orga-
nicos son contaminantes con concentraciones
en el orden de trazas (ng/L), se hace nece-
saria la utilizacion de métodos que permitan
la acumulacién de compuestos hidrofébicos en
soportes para su posterior evaluacién.

Uno de los métodos en la toma de muestras
para la evaluacion de toxicidad de contaminan-
tes en cuerpos de agua son los dispositivos de

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota -

muestreo pasivo (PSD) (Allan et al., 2010) El
principio de la técnica de muestreo pasivo con-
siste en el despliegue de un dispositivo de mem-
brana semipermeable (SPMD) en el cuerpo de
agua, durante un periodo definido de tiempo.
En dicho periodo, los contaminantes se difun-
den libremente a través de la membrana y se
acumulan por medio de procesos difusivos y de
adsorcion (Charriau et al., 2016).

Las membranas semipermeables (SPMD), son
dispositivos que permiten un muestreo pasi-
Vo in situ, las cuales contienen en su interior
Trioleina, cuyo caracter lipofilico, permite el

Colombia, Vol. 12 No. 1: 73 - 87, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453
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analisis de contaminantes organicos persis-
tentes (POPs) u otros contaminantes organi-
cos hidrofébicos con el coeficiente de particién
octanol/agua mayor a 3 (log Kow = 3) (Huc-
kins et al., 2006; Narvaez & Molina, 2012). Por
ejemplo, entre los compuestos analizados, se
encuentran los hidrocarburos aromaticos po-
liciclicos (PAH) bifenilos policlorados (PCB),
pesticidas organoclorados y contaminantes
organicos persistentes (POP) (Forsberg et al.,
2014); (Karacik et al., 2013) ; (Narvaez, Lopez,
& Molina, 2013); (Lohmann et al., 2012).

En este sentido, Johnson et al.,(2000) desarro-
llaron una metodologia que permite integrar
el sistema de ensayos de toxicidad aguda Mi-
crotox® con extractos dializados de dispositi-
vos de membrana semipermeable (SPMD-TOX)
(Johnson et al., 2000). Esta metodologia, se
fundamenta en la bioluminiscencia natural de
la bacteria marina Photobacterium phospho-
reum, también conocida como Vibrio fischeri
que, en presencia de agentes contaminantes,
reduce la bioluminiscencia natural, y por lo
tanto, la toxicidad se expresa como concentra-
cion efectiva, que reduce mas del 50% de la
luminiscencia inicial (EC, )(Fernandez-pifias et
al., 2014);(Onorati & Mecozzi, 2004). El ana-
lisis de toxicidad por medio de Microtox®, ha
sido aplicado por mas de 40 afios, ya que es
un método rapido, simple y sensible para la
evaluacién del riesgo por exposicion a conta-
minantes transmitidos a través del agua anti-
bidticos como la amoxicilina y ciprofloxacina;
antibacteriales; contaminantes atmosféricos;
pesticidas; herbicidas; plantas medicinales;
metales pesados como zinc, cobre, plomo,
plata y mercurio, cadmio (II) y cromo (VI)
(Palma et al., 2010);(Ji et al., 2013);(Grinten,
Pikkemaat, & Brandhof, 2010);(Kovats & Hor-
vath, 2016);(Mansour, Abdel-hamid, & Ibrahim,

2015);(Palma et al., 2008);(Gatidou, Stasinakis,
& Iatrou, 2014);(Kovats et al., 2011);(Gongalves
et al., 2015);(Fulladosa et al., 2005);(Fulladosa,
Murat, & Villaescusa, 2005).

En este estudio, se utilizaron Microtox® y ex-
tractos dializados de membranas SPMD des-
plegadas para conocer las condiciones am-
bientales de un embalse que suministra agua a
la planta de potabilizacién La Ayura, que abas-
tece la zona sur del Valle de Aburra, Colombia.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

El embalse La Fe tiene un area de 1,73 Km?;
se ubica en el municipio de El Retiro en el de-
partamento de Antioquia; Tiene una capacidad
de 11.58 millones de m? y el area de sus tri-
butarios abarca 78 Km?; recibe aguas de las
quebradas Las Palmas, San Luis-Boquerodn,
Espiritu Santo y aportes de los rios Pantani-
llo, Piedras y Buey por mecanismo de bom-
beo (Salazar, 2017). Se encuentra localizado
en una zona de alta montafia, de topografia
encafionada y es el resultado de dos fases de
construccién; la primera, finalizada en 1967;
y la segunda debido a una ampliacién en 1974
(Florez et al., 2017). Debido a la influencia y
meteorizacion de las rocas del batolito antio-
guefo los suelos son arcillosos, de color rojo y
pardo rojizo, ricos en materia organica y nitro-
geno total, muy acidos (pH entre 4.4 y 4.5) y
grandes fijadores de fosforo (Arias & Ramirez,
2009). Debido a las actividades agricolas de la
regiéon y a la densificacién inmobiliaria, los re-
siduos domésticos y agroindustriales, ingresan
de manera directa o indirecta a las quebra-
das vy rios llegando finalmente al embalse. El
embalse La Fe es un importante reservorio de
agua para el Valle de Aburra y abastece agua
potable para mas de un millén de habitantes.
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2.1.1. Trabajo de campo al embalse y algunas fueron ubicadas en zonas
Se ubicaron las estaciones de monitoreo en de transicion entre los tributarios y el sistema
las principales cuencas tributarias aportantes |éntico del embalse (Figura 1, Tabla 1).
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Figura 1. Mapa de las estaciones de muestreo en el embalse La Fe, Colombia. Tributario San Luis-Boquerdn

(TSB), Tributario Palmas-Espiritu Santo (TPE), zona de entrada de las quebradas Palmas y Espiritu Santo al

embalse (EES), Torre de captacion (EBT), zona de entrada de las quebradas San Luis y Boquerdn al embalse
(ESB) y zona de entrada al embalse del bombeo del rio Pantanillo (EPA).

Fuente: Autores
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Tabla 1. Coordenadas de ubicacion de las estaciones de muestreo.

Estacion Longitud Latitud
TSB N 6° 6" 16.785" O 75° 30’ 13.168"”
TEP N 6° 6’ 56.107" O 75° 30’ 0.422"
EES N 6° 6’ 36.813" O 75° 29’ 51.075”
EBT N 6° 6" 22.342" O 75° 29’ 52.697"
ESB N 6° 6" 16.013" O 75° 30" 4.98"
EPA N 6° 5" 54.353" O 75° 29’ 33.385"

Fuente: Autores

El muestreo se realizé mediante el despliegue
de tres membranas tipo SPMD, protegidas de
condiciones externas por una canastilla de
acero inoxidable, que permite adicionalmente
anclar el dispositivo. Estas canastillas se insta-
laron para las estaciones de tributarios en tu-
berias perforadas adosadas a estructuras hi-
draulicas existentes (pilas de puentes o muros
laterales), y en las estaciones de embalse se
fijaron en boyas que evitan su pérdida, lo que
asegura una profundidad adecuada (2m) para
garantizar un contacto continuo entre la mem-
brana y el agua durante el tiempo estipulado
de muestreo (Narvaez & Molina, 2012). Para
este estudio de caso, el tiempo de exposicién
de las membranas en el cuerpo de agua fue de
21 dias durante octubre y noviembre de 2017
y 2018. Ademas, se muestrearon los sedimen-
tos superficiales (< 5 cm) utilizando una draga
Ekman en las seis estaciones el dia de desplie-
gue de las membranas SPMD. Los parametros
fisicoquimicos pH, conductividad, temperatu-
ra, oxigeno disuelto y turbidez se midieron en
un equipo multiparametrico HANNA 9829.

2.2. Reactivos y estandares

En la extraccion y analisis se usaron solventes
tales como acetona, hexano y DMSO (Pureza
> 99%), marca Sigma-Aldrich. Por otro lado, la
solucién de reconstitucion, cloruro de sodio al
2%, el ajuste osmético al 22% vy el cultivo de
la bacteria bioluminiscente Vibrio fischeri se

usaron en los ensayos de toxicidad marca Azur
Environmental, (Carlsbad, CA). Se usaron las
membranas SPMD marca Environmental Sam-
pling Technologies EST-Lab (St. Joseph, MO).
Las membranas de polietileno de baja densi-
dad tienen un area superficial aproximada de
450 cm?y un contenido de 1 mL trioleina (99%
de pureza).

2.3. Ensayo de toxicidad utilizando
SPMD-TOX.

Desde hace tres décadas, los muestreadores
pasivos tipo SPMD se han venido utilizando en
el monitoreo de contaminantes organicos de-
bido a la posibilidad de integracion analitica
con las evaluaciones del potencial toxico de los
extractos obtenidos, lo cual no es posible con
los métodos de monitoreo puntual (Petty et al.,
2000). Para el ensayo de toxicidad SPMD-TOX,
se aplico el protocolo descrito por (Johnson et
al., 2000) en el cual las membranas recolec-
tadas se lavaron con un cepillo para retirar la
biopelicula y los residuos. Las membranas se
almacenaron en papel aluminio y se transpor-
taron al laboratorio del grupo de Investigacion
GAIA de la Universidad de Antioquia en bolsas
selladas, para evitar contaminacion cruzada.
En el laboratorio, se lavaron las membranas
con una solucién de HCl al 10% para remover
las sales inorganicas y el biofilm adherido en
la superficie, seguido de un lavado con agua
desionizada e isopropanol para remover los
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residuos de agua. Finalmente, las membranas
fueron dializadas en hexano durante 24 horas
y el extracto hexanico se concentrd con nitré-
geno hasta obtener 1 mL. La solucién obtenida
se paso a través de una columna de fase sdlida,
la cual fue eluida con acetona y se concentrd

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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nuevamente el extracto con dimetilsulfosido
(DMSO) (Figura 2). En el extracto reconstituido
en DMSO, se procedié midiendo el pH de cada
muestra, para establecer el rango 6ptimo para
la medicion de los ensayos de Microtox® de so-
luciones acuosas entre 6.0 — 8.5 (Tabla 2).

—
Descartar
— —
Extraccion
dializada
Limpieza \
exterior _
f Didlisis Cromatografia
de columna

i Transporte

oy

Exposicion
SPMD

|im

Microtox

Figura 2. Protocolo evaluacion de toxicidad utilizando SPMD-TOX.
Fuente: (Modificado de Johnson., 2005).

Las muestras se colocaron en cubetas con las
bacterias Vibrio fischeri en una soluciéon de
reconstitucion de 1 mL. Posteriormente, se
afadieron 500 pL del diluyente en cada cube-
ta con 250 pL de ajuste osmético y luego se
transfirieron las muestras a una serie de cube-
tas preparando cuatro diluciones en serie 1:2
del sobrenadante. Se realizaron réplicas de los
controles y las cuatro diluciones. Las muestras
y las réplicas se prepararon en las cubetas,
luego se transfirieron las bacterias reconsti-
tuidas a cada celda y se realizd la medicién de
la intensidad de luminiscencia con el equipo
Microbic Model 500 a tiempos de 0, 5, 15y 30
minutos, hallando la concentracion efectiva al
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50% (EC50) y el porcentaje de efecto en la
bacteria. Todas las muestras, fueron analiza-
das por duplicado, usando 4 concentraciones y
un control negativo.

Teniendo en cuenta que se utilizan solventes
organicos en la extracciéon de los contami-
nantes, se dificulta la evaluacidon de la toxi-
cidad de los extractos dializados obtenidos
de los SPMD (Koci, Mlejnek, & Kochankova,
2003). Se aplicé V,  para remediar estas in-
terferencias de los solventes de extraccion.
V., representa el volumen promedio tedrico

gue se necesita para la diluciéon de los con-
taminantes y para que se absorban en una
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membrana durante el promedio de dias de
exposicién, y asi obtener una solucién con
una concentracion efectiva EC,, para evaluar
la toxicidad (Huckins et al., 2000).

Para esto, se define la ecuacién (1):

1

Vtox(50) = m = (1)

Donde, m es la concentracion de membranas
extraidas en la mezcla de solventes, expresado
como numero de membranas semipermeables
en mL, en nuestro caso m=3/mL en cada es-
taciéon; d es el nimero de dias de exposicion
de las membranas en el cuerpo de agua, en
nuestro caso 21 dias; EC50 es el 50% de la
concentracion efectiva del extracto en el orga-
nismo a evaluar (mL/L). Debido a esto a todos
los valores V, _se asignan el porcentaje de con-
centracién efectivo entre paréntesis utilizado.
Al resolver la ecuacidn 1, se obtienen los resul-
tados en L/d, para cuestiones practicas lo con-
vertimos en mL/d utilizando factores de con-
version. Un valor alto r de V,_es un indicativo
de contaminacion ambiental (Koci et al., 2003).

2.4. Ensayo de toxicidad de sedimentos
en Fase solida (SPT) con Microtox®.

Se secaron los sedimentos recolectados en
cada estacién a temperatura ambiente (apro-
ximadamente a 25°C) para evitar la evapora-
cion de los compuestos organicos semivolatiles
(SVOC), tamizados en una malla ASTM # 200,
para obtener un tamafio de particula inferior
a 75 ym y luego se almacenaron en bolsas de
plastico y se guardaron a una temperatura de
-20°C. Posteriormente, se pes6 una muestra de
400 mg de sedimento seco y se disolvieron en
1 mL de diluyente, preparando una solucion de
la bacteria con la solucidn de reconstitucion, y
el ajuste osmotico se agitd en un agitador me-
canico durante cinco minutos. La muestra se
transfirio a una serie de tubos de fase sdlida,

y se prepararon nueve diluciones en serie 1:2
del sobrenadante, incluidos los controles. Se
realizaron dos réplicas de los controles y las 9
diluciones, las muestras y las réplicas se pre-
pararon en los tubos de fase sdlida, luego se
transfirieron las bacterias reconstituidas a cada
tubo de fase soélida y se incubaron las bacterias
en el tubo durante 20 minutos. Finalmente, se
insertaron en los tubos de fase sdlida las co-
lumnas de filtros y junto con la solucién fueron
filtradas las bacterias. Luego, se transfirieron
500 pL de la solucidn a las cubetas de medicion
del analizador Microtox® 500 y se obtuvieron
lecturas de luminiscencia para generar valores
de concentracion efectiva EC50 a tiempos de
5, 15 y 30 minutos. De igual forma, todas las
muestras fueron analizadas por duplicado.

2.5. Analisis de los datos

Para garantizar la calidad de los datos, se pro-
cesaron los resultados en el software estadis-
tico Modern Water Microtox Omni®, version
4.3, para generar la concentracion efectiva
EC50 y el porcentaje de efecto, obteniendo
los intervalos de confianza (CI) y coeficiente
de correlacion (R?) de las muestras. Los valo-
res obtenidos, se consideraron como validos
cuando el CI no excede el 30% y R? se apro-
xima a uno (Grigson, Cheong, & Way, 2006).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parametros fisicoquimicos

El pH de todas las estaciones tuvo valores en-
tre 6,21 y 8,05, lo cual es caracteristico de
cuerpos de agua que se utilizan para el trata-
miento y suministro de agua potable, ya que
este parametro es importante en la estabilidad
de los compuestos organicos (WHO, 1997).

La conductividad eléctrica (CE) mide la con-
centracion de los sélidos disueltos totales y los
iones principales. Normalmente, la CE de los
cuerpos de agua dulce esta en el rango de 10-
1000 pS/cm (APHA, 2017). En este estudio, los
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valores de CE estuvieron en el rango de 26 uS/
cm a 87 uS/cm, resaltando que el valor mini-
mo se encuentra en el tributario SLB donde no
se evidencia ninguna actividad antrdpica y el
valor maximo en el tributario TPE, donde hay
presencia de talleres de alfareria, unidades

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

residenciales y vias intermunicipales de alto
trafico vehicular, que posiblemente incremen-
tan la presencia de solidos disueltos e iones.
En las demas estaciones dentro del embalse,
los valores de conductividad variaron entre 42
pS/cmy 61 pS/cm.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos del agua en las estaciones

de muestreo del Embalse La Fe.

Estacion

TSB TPE EES
Parametro
pH 6,21 6,38 6,68
T(°C) 16,9 16,5 21,8
Conductividad(pS/cm) 26 87 48
oD (mg/L) 3,86 5,75 5,02
Turbidez (UTN) 13 44 23

EBT ESB EPA Media D.E
6,77 6,61 8,05 6,78 0,653
18,6 21,5 21,4 19,5 2,42
61 42 45 51,5 20,7
5,49 5,27 7,52 5,485 1,19
23 21 23 24,5 10,3

Tributario San Luis-Boquerdn (TSB), Tributario Palmas-Espiritu Santo (TPE), zona de entrada de las quebradas Pal-
mas y Espiritu Santo al embalse (EES), Torre de captacion (EBT), zona de entrada de las quebradas San Luis y Bo-
querdn al embalse (ESB) y zona de entrada al embalse del bombeo del rio Pantanillo (EPA).D.E: Desviacion estandar.

Fuente: Autores

3.2 Evaluacion de la toxicidad con SPMD

El protocolo de muestras SPMD-TOX que se
desplegaron en el embalse demostrdé que los
valores de V,_ (50) superiores a 6,35 mL/d se
consideran toxicos (Johnson, 2005). Ningun
valor de las muestras evaluadas en esta in-
vestigacién sobrepasa este limite; sin embar-
go, los valores mas cercanos correspondieron

a la estacién TPE en el afio 2017 y 2018 , es
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decir 6,05 mL/d y 3,94 mL/d respectivamente,
indican la relacion directa entre las actividades
antropogénicas y la toxicidad de las muestras
tomadas en esta estacidon (Tabla 3). Se define
el limite admisible de 6,35 mL/d, debido a que
n=3 y d=21 y reemplazando en la ecuacion 1,
en donde valores superiores a 2.5 mgSPMD/
mL son considerados como téxicos (Figura 3)
(Johnson, 2005).
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Tabla 3. Valores de pH, EC, )y V,

0X

en todas las estaciones donde se desplegaron las SPMD.

Estacién-aiio pH EC,, Vo R?
TSB-2017 7,48 6,71 2,36 0,9869
TSB-2018 7,28 9,34 1,69 0,9732
ESB-2017 7,74 10,45 1,51 0,9453
ESB-2018 7,83 11,12 1,42 0,9479
EPA-2017 6,99 7,59 2,09 0,9840
EPA-2018 7,11 5,57 2,85 0,9313
EBT-2017 7,18 9,06 1,75 0,9807
EBT-2018 7,40 6,16 2,57 0,9961
EES-2017 7,15 4,31 3,68 0,9975
EES-2018 7,46 6,4 2,48 0,9864
TPE-2017 6,88 2,62 6,05 0,9806
TPE-2018 7,08 4,02 3,94 0,9962

Media 7,30 6,94 2,70
Desviacion estandar 0,292 2,65 1,32 ---
Fuente: Autores
10
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-
~ 6 Ff-mmmmmmm s
E 5
E 4 No toxico
3 -
2 -
' T R
0 1 T T T T T T T T T T T
N A N A D A N A D A N A N
00 %/ &/ %/ %/ ?: 4 &/ «/ c)/ C)f Q/t %/
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Figura 3. Toxicidad de extractos SPMD en las estaciones de muestreo.

Fuente:

Diversas investigaciones han utilizado los ex-
tractos de SPMD para la evaluacion de toxi-
cidad aguda con diferentes sistemas como el
Microtox®, obteniendo resultados represen-
tativos de toxicidad que permiten un monito-
reo y gestion medioambiental en los sitios de
estudio (Sabaliunas et al., 2000)Mutatox(TM.
Ademas, entidades gubernamentales como la
United States Geological Survey (USGS) han

Autores

encontrado en las membranas SPMD una he-
rramienta esencial para el monitoreo de los
contaminantes en rios y lagos, reportando to-
xicidad elevada en arroyos y rios de la ciudad
de Milwaukee en el afio 2007(USGS, 2014).

3.3 Ensayos de toxicidad en sedimentos
Considerando que diferentes compuestos orga-
nicos persistentes (Abbas et al., 2018) pueden
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presentar un efecto inhibitorio a la bacteria Vi-
brio fischeri, se establecid una clasificacion de
toxicidad en sedimentos que se expresa en
EC,,, o porcentaje de efecto (Kwan & Dutka,
1996). Se denominan como téxicos cuando, en
el bioensayo, el EC,, es menor que 5.000 mg/L
(EC,, < 0,5%), moderadamente toxicos entre
5.000 mg/L y 10.000 mg/L (EC,,>0,5<1%) y no
téxicos mayores que 10.000 mg/L (EC,, >1,0 %)
(Beg & Ali, 2008). Al evaluar la toxicidad median-
te el sistema Microtox® usando el protocolo So-
lid Phase Test (SPT). Los valores de EC,, mayor
que 100.000 mg/L se consideran no toxicos para
la bacteria Vibrio fischeri, de tal forma que en las
muestras de sedimentos del embalse La Fe en
las estaciones correspondientes a los tributarios
TSB y TPE tuvieron valores superiores a 10.000
mg/L y calificaron como no tdxicos durante el
periodo de estudio (Tabla 3). Para las estaciones
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en el interior del embalse, los sedimentos resul-
taron moderadamente toxicos, con valores EC,
de 5.246 mg/L para EPA y 9.211 mg/L para EBT.

Hay que destacar que en la estacion EPA en
el 2017 resultd la Unica estacion considerada
como téxica (4.734 mg/L) y, en el afio 2018,
como moderadamente téxica (5.246 mg/L). Lo
anterior implica una carga contaminante alta
en el sedimento proveniente del bombeo del
rio Pantanillo (Figura 4). Los resultados en las
estaciones no mostraron diferencias significa-
tivas entre 2017 y 2018 con excepcion de la
estacién TPE, la cual tuvo mayor toxicidad en
2017. Las demas estaciones estuvieron en el
rango de 95% de confianza, y ningun valor de
confianza sobrepasé el 30 % lo que garantiza
la calidad de los datos (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de EC, y CI en todas las estaciones donde se recolectaron los sedimentos.

Estacion/afo EC,, (mg/L) CI (95% confianza) R2 Clasificacion

Control 0% | aee-- --- No Téxico

Referencia 1734 (0,17 %) (1576-1967) 0,9862 Toxico

TSB-OCT/17 68396 (6,83%) (57458-81414) 0,9836 No toxico
TSB-OCT/18 50239 (5,02%) (47428-53217) 0,9954 | No toxico
ESB-OCT/17 7562 (0,76%) (7001-8168) 0,9929 Moderadamente toxico
ESB-OCT/18 7669 (0,77%) (6588-8928) 0,9724  Moderadamente tdxico
EPA-OCT/17 4734 (0,47%) (4112-5450) 0,9761  Téxico

EPA-OCT/18 5246 (0,52%) (4727-5821) 0,9881 Moderadamente téxico
EBT-OCT/17 16166 (1,62%) (13743-19017) 0,9723  No toxico
EBT-OCT/18 9211 (0,92%) (7690-11104) 0,9574 Moderadamente toxico
EES-OCT/17 26865 (2,69%) (25806-27966) 0,9975 No toxico
EES-OCT/18 30398 (3,04%) (27061-34146) 0,9864 | No toxico
TPE-OCT/17 13254 (1,33%) (11667-15058) 0,9806  No téxico
TPE-OCT/18 58155 (5,82%) (54941-61558) 0,9962 No toxico

Media 24824 (2,48%)

D.E 22406 (2,24%)
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D.E: Desviacion estandar. Fuente: autores
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Diversas investigaciones han evaluado ensa-
yos de toxicidad (Jarque et al., 2016) y cinética
de contaminantes en sedimentos (Blaha et al.,
2009) mediante el método Microtox®, obte-
niendo resultados significativos que permiten
un monitoreo y gestion medioambiental en los
sitios de estudio (Burton et al., 2001);(Sven-
son et al., 1996). Con el uso de este método se
pudo determinar que los sedimentos en el cur-
so alto del rio Lerma (México) y la mayor parte
de sus tributarios son muy toxicos (Carrefo
et al., 2018), asi como la evaluacién del riesgo

120000

100000

toxicoldgico de los sedimentos en rios (Cas-
tro-catala et al., 2015) y puertos (Mccready et
al., 2004) lo que puede conllevar a una ges-
tion ambiental para mejorar las condiciones de
este sistema fluvial. En 1997 este método fue
utilizado para determinar que el aumento de
la influencia de la luz ultravioleta causado por
el agujero de la capa de ozono influye en la
toxicidad de los contaminantes presentes en
los sedimentos y los modifica fotoliticamente
afectando la vida marina Antartica (Cleveland
et al.,1997).
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Figura 4. Toxicidad de sedimentos en las estaciones de muestreo.

Fuente: Autores

4. CONCLUSIONES

El sistema de medicidn de toxicidad con Vibrio
fischeri fue eficaz para evaluar contaminantes
en las matrices agua y sedimentos.

Este estudio contribuye al monitoreo de la ca-
lidad de agua del embalse La Fe, y los resul-
tados de estas evaluaciones sugieren que el
agua y los sedimentos no presentan toxicidad,
y presentan buenas condiciones, por lo que se
minimizan los riesgos en la utilizacién del agua
para su potabilizacion.

No se observaron variaciones significativas
en las mediciones de toxicidad realizadas a
las muestras de agua y sedimentos entre
2017 y 2018 a excepcidon de las muestras
de sedimentos de la estacion TPE, donde se
observd un incremento de la toxicidad en el
periodo 2017 - 2018.

Se evidencid potencial toxicidad en sedimentos
recolectados en las estaciones de bombeo del
rio Pantanillo (EPA) y del tributario Palmas -
Espiritu Santo (TPE), por lo que se recomienda
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realizar un estudio mas exhaustivo y estable-
cer un programa de monitoreo de la calidad de
agua y los sedimentos en esos sitios.
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RESUMEN

Contextualizacién: actualmente se ha in-
crementado el interés en la produccién de
microalgas debido a los diferentes usos de la
biomasa microalgal en algunos sectores indus-
triales, ademas de la posibilidad de emplearse
en la mitigacion de gases de efecto invernade-
ro gracias a su alta capacidad para la captura
de CO,.

Vacio de conocimiento: como parte del
Acuerdo de Paris en 2015, Colombia se com-
prometié en reducir un 20% sus emisiones
de gases efecto invernadero, con el propé-
sito de contribuir a la meta establecida para
2050; por esta razdén, se deben desarrollar
investigaciones y planes de accién enfocados
a este objetivo.
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Proposito del estudio: el propdsito de este
estudio es evaluar del efecto de la induccidn
de CO, en diferentes concentraciones sobre la
cinética de crecimiento de Chlorella Vulgaris
CV_2714A y Scenedesmus Obliquus SOB_001
en un sistema de fotobiorreactores a escala
laboratorio, en un volumen de 3,8 L de medio
de cultivo (soluciéon NPK + micronutrientes).

Metodologia: los ensayos se realizaron en
fotoperiodos con 12 h de luz y 12 h de oscu-
ridad durante 5 dias consecutivos. El disefio
experimental aleatorizado cuyas fuentes de
variaciéon fueron: especie microalgas y dosifi-
cacién de CO, (0, 2, 6,5, y 12,8 L. dia) con
iluminacion artificial por ldampara fluorescente
de 4400 lumenes. Se estimo la concentracion
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celular por medio de la aproximacién numérica
en camara de “Neubauer” con la metodologia
usada por Darki et al. (2017), ademas de tasa
de crecimiento y tiempo de duplicacion celular
en dias de acuerdo con Andersen, (2005). Los
datos fueron sometidos al analisis de varianza
y pruebas de medias de Tukey (p < 0,05).

Resultados y conclusiones: los resultados
en los diferentes ensayos mostraron mayor
concentracion celular en C. vulgaris en compa-
racion con S. obliquus. En cuanto al suministro
de CO,, las 2 especies obtuvieron respuesta
significativamente mayor (p <0,05) a la dosis
de 6.5 L. dia! alcanzando concentracién es ce-
lulares de 2.59 x 107 cel.ml? y 4.62 x 10° cel.
ml* respectivamente. Estos resultados permi-
ten concluir que el cultivo de estas microalgas
asociado a la dosis de CO, puede favorecer a
su rapido crecimiento y produccion de bioma-
sa, al tiempo que, también puede contribuir a
otros estudios sobre disminuciéon de gases de
efecto invernadero.

Palabras clave: cambio climatico, fotobio-
rreactores, crecimiento celular, biomasa

ABSTRACT

Contextualization: Currently, interest in the
production of microalgae has increased due
to the different uses of microalgal biomass in
some industrial sectors, in addition to being
used in the mitigation of greenhouse gases
thanks to its high capacity for CO, capture.

Knowledge gap: Being part of the Paris
Agreement in 2015, Colombia is committed
to reduce its greenhouse gases emissions by
20%, to contribute to the goal set for 2050, for
this reason, it must adopt research and action
plans focused on this objective.

Purpose: the purpose of this study was to
evaluate the effect of CO, induction at diffe-
rent concentrations on the growth kinetics
of Chlorella Vulgaris CV_2714A and Scene-
desmus Obliquus SOB_001 in a laboratory
scale photobioreactor system in a volume of
3.8 L of culture medium (NPK solution + mi-
cronutrients).

Methodology: The tests were carried out in
photoperiods with 12 hours of light and 12
hours of darkness for 5 consecutive days. The
completely randomized experimental design
whose sources of variation were microalgae
species and CO, dosage (0.2, 6.5 and 12.8 L.
day?) with artificial lighting by a 4400-lumen
fluorescent lamp. The cellular concentration
was estimated by means of the numerical ap-
proximation in the “Neubauer” chamber with
the methodology used by Darki et al. (2017),
in addition to growth rate and cell doubling
time in days according to Andersen, (2005).
The data were submitted to analysis of varian-
ce and Tukey’s mean tests (p<0.05).

Results and conclusions: The results in the
different tests showed a higher cell concen-
tration in C. vulgaris compared to S. obliquus.
Regarding CO, supply, the 2 species obtained a
significantly greater response (p<0.05) at the
dose of 6.5 L. day?, reaching a cellular con-
centration of 2.59 x 107 cel.mI* and 4.62 x 10°¢
cel.ml?, respectively. These results allow us to
conclude that the cultivation of these microal-
gae associated with the dose of CO, can favor
their rapid growth and biomass production,
while also contributing to other studies on the
reduction of greenhouse gases.

Keywords: Climate change,
tors, cell growth, biomass

photobioreac-
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RESUMEN GRAFICO

Evaluacion de Microalgas: Chlorella vulgaris y
Scenedesmus obliguus.

Dosificacion
de COy

1. INTRODUCCION

El aumento incesante de emisiones de gases
de efecto invernadero (GEI) ha llevado al ca-
lentamiento global y como consecuencia el
actual cambio climatico (Intergovernmental
Panel on Climate Change, 2014). Las activida-
des antrépicas como la incineracion de com-
bustibles fésiles y también la deforestacion
han derivado en una emision intensiva de es-
tos gases (Sanclemente, 2012), siendo el di6-
xido de carbono (CO,), el principal gas que ha
aumentado su concentracion en la atmosfera
llegando a superar los 400 ppm (Blunden, Ar-
ndt, & Hartfield , 2018) y contribuyendo con
el 70% del total de las emisiones de GEI (Pa-
tifio, 2018). El cambio climatico ha causado
sequias extremas e inundaciones que afec-
tan profundamente la salud de las personas,
desencadenando brotes y enfermedades in-
fecciosas, ademas de los graves dafios a la
infraestructura colapsando los servicios de
salud (Organizacién Mundial de la Salud & Or-
ganizacion Meteorolégica Mundial., 2012) y
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Cinética de crecimiento
(Concentracion celular)

Relacion de Captura
de CO, y produccion
de biomasa

agotando los recursos medicinales (Mosquera
et al. 2019).

El cambio climatico que se vive actualmente es
una realidad innegable que desde el afio1950 y
ha registrado cambios sin precedentes (IPCC,
2014), convirtiéndose en uno de los principa-
les desafios para la agricultura principalmente
en condiciones ambientales del trépico debi-
do a los efectos generados como las heladas,
las sequias o las inundaciones (Ararat, 2014).
Esto genera la necesidad de tomar medidas
inmediatas que permitan solucionar de mane-
ra eficaz y economica los problemas de pro-
ductividad que ponen en riesgo la seguridad
alimentaria (Sierra, 2015) y posibles afecta-
ciones a servicios ecosistémicos de abasteci-
miento (Monsalve et al. (2019).

En la mayoria de las fuentes hidricas de la tierra
coexiste una gran diversidad de microorganis-
mos que poseen la capacidad de usar fotones
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como fuente energética para el desarrollo de
su proceso de metabolismo. Un ejemplo de
estos son las cianobacterias y las microalgas
que transforman el CO, atmosférico en azuca-
res, lipidos y oxigeno mediante el proceso de
la fotosintesis, siendo las responsables de la
produccién de mas del 50% del oxigeno global
(Enzing et al., 2014). Estos microorganismos
interacttan dentro de su habitat con compo-
nentes organicos e inorganicos ayudando a
mantener el equilibrio y desarrollando un pa-
pel vital con relaciéon a los demas organismos
acuaticos (Pulido et al 2019).

Las microalgas tienen un crecimiento sufi-
cientemente rapido y pueden producir mayo-
res cantidades de biomasa comparadas con
las plantas superiores terrestres; ademas,
su capacidad de adaptacién al medio de cul-
tivo y la disponibilidad de nutrientes es una
de sus ventajas evolutivas de mayor relevan-
cia (Venkata et al, 2015). Estos microorga-
nismos poseen la capacidad de desarrollarse
en medios con altos niveles de CO,, haciendo
que sean perfectos para ser cultivadas con
los gases residuales de la combustion emi-
tidos por las industrias e incluso, usar las
aguas residuales domésticas, agricolas e in-
dustriales como medio de cultivo gracias su
habilidad de adaptacién o ajuste al medio,
permitiéndoles incorporar nutrientes como
nitrégeno (N) y fosforo (P) en sus procesos
metabdlicos (Lee, 2015).

En el proceso o ajuste fotosintético actian 2
grupos de reacciones, el primero esta asociado
a reacciones dependientes de la luz solar, en
estas fuerzas se da la absorcion y transmision
de la energia de los fotones, encapsulamien-
to de la energia y la formacién del compues-
to Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
(NADPH) y Adenosin Trifosfato (ATP); Durante

estos procesos se facilita la oxidacién fotoqui-
mica de la molécula de agua liberando atomos
de oxigeno como un subproducto (Barsanti,
2006). El segundo grupo de reacciones son
las independientes de la luz. En este proceso
las moléculas NADPH y ATP se utilizan para la
fijacion o adherencia del CO, en la formacién
de carbohidratos. Estas reacciones no ocu-
rren en ausencia de la luz aun cuando sean
independientes de la misma, ambas reaccio-
nes se dan de forma simultanea y se conocen
como Ciclo de Calvin (Barsanti, 2006).

El cultivo de microalgas a gran escala se ha
desarrollado durante décadas con fines far-
macéuticos y para consumo humano; sin
embargo, la idea de cultivarlas como fuente
energética aparece solo hasta 1950 y solo
se considerd importante 20 afos después
debido al incremento del precio del petré-
leo, donde se evalué ampliamente el poten-
cial de las microalgas para la produccion de
biodiesel (Farroqg, 2015). En esta direccién,
la combinacion de la fijacién bioldgica del
CO, mediante microalgas junto con el meé-
todo de aguas residuales con el objetivo de
obtener biodiesel se convierte en una estra-
tegia atractiva para la mitigacion bioldgica
del CO,, siendo mas viable econémicamente
y sostenible ambientalmente (Razzak, 2017).
El biocombustible producido a partir de la
biomasa de microalgas podria ser una buena
alternativa a los combustibles derivados del
petroleo, gracias a que pueden ser utilizados
sin problemas en los sistemas de combustién
actuales, ademas del incremento en la ten-
dencia a la utilizacién de biocombustibles a
nivel mundial (Ramirez, 2017).

Algunos estudios revelan que la cinética de
crecimiento de varias especies de microal-
gas esta estrechamente relacionada con las
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concentraciones de CO, adicional utilizadas
durante su cultivo. Esto indica que estas espe-
cies se pueden utilizar en la fijacion bioldgica
del CO, con fines ambientales; por ejemplo, la
prevencién y conservacion de ecosistemas en
estudios de caso citados por Montenegro et al
(2019), y a su vez en la busqueda de la pro-
duccién de biomasa para la produccién de bio-
combustibles y otros productos de alto valor
(Kassim, 2017). El objetivo principal de este
estudio fue evaluar el efecto de la dosificacién
de CO, en la cinética de crecimiento de las mi-
croalgas C. vulgaris y S. obliquus, en condicio-
nes controladas de un sistema de compuesto
por 3 fotobiorreactores a escala laboratorio,
con un fotoperiodo aproximado de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad y tres dosificacio-
nes de CO,.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en la ciudad de
Santiago de Cali (Valle del Cauca), Colom-
bia, en un sitio ubicado en las coordenadas
3°25°0.58"" N 76°31°9.49°" W. El montaje del
experimento esta situado a una altura de 956
m.s.n.m. cuya temperatura promedio anual
es de 24°C.

Se utilizaron las cepas de las microalgas
Chlorella Vulgaris CV-2714A y Scenedesmus
Obliguus SOB-001 provistas por la empresa
NUTRE S.A.S de Bogotd D.C., Colombia. Los
medios de cultivo fueron elaborados con las
siguientes concentraciones: 0.8 g.L! de N to-
tal, 0.5 g.L'! de K,0 y 0.5 g.L'! de P,O,, se-
gun lo indicado en la metodologia propues-
ta por Ammar et al. (2016), considerando las
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concentraciones porcentuales de cada nu-
triente y a través de una regla matematica
se calculé la cantidad en gramos por utilizar
de cada fertilizante para estimar la concen-
tracién final (CF) de cada nutriente en los
medios de cultivo. Para la preparacion de los
medios de cultivo se usaron los fertilizantes
comerciales de uso agricola, TODO EN UNO
42-0-0 (SUPERABONO S.A.S. Bogotda, Colom-
bia), FOSFACEL 20-53-0 (COSMOAGRO S.A.
Palmira, Colombia), Nitrato de potasio 13-0-
44 (MICROFERTISA S.A. Bogotd, Colombia) y
NITRAX-S, 28-4-0-6 (YARA. Cartagena, Co-
lombia).

Se elaboré una camara de cultivo experimen-
tal con las siguientes caracteristicas: 130 cm
de largo, 30cm de fondo y 50 cm de alto, ex-
traccion controlada de aire, luminaria artificial
y dos temporizadores para administrar el ma-
nejo del fotoperiodo y la dosificacion de aire
y CO, a un 87.65% de pureza. Como fotobio-
rreactores se emplearon botellas plasticas con
capacidad de 4L, el ensayo se realizé disefio
experimental completamente al azar de 6 tra-
tamientos con 3 réplicas (Tabla 1) en 5 tiem-
pos de muestreo. Los fotobiorreactores se en-
lazaron a un sistema de inyeccion alternado de
aire con un flujo preciso de 0.7 L.min* y con un
flujo de CO, de 0.15 L.min™ basado en la me-
todologia disefiada por Razzak et al. (2017).
Se suspendié temporalmente la dosificacion
de CO, durante la fase oscura del fotoperiodo.

Se emplearon 3 intervalos de dosificacién de
CO, para cada una de las cepas, para un total
de 6 ensayos (Tabla 1).
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Tabla 1. Dosis de CO, suministrada a las microalgas C.

vulgaris y S. obliquus en cada uno de los ensayos.

Ensayo (E): dosificacion de CO,

El
E2
E3
E4
E5

E6

Cepa de microalga

Vol. CO, L. dia

C. vulgaris. 12.8
C. vulgaris. 6.5
C. vulgaris. 0.2
S. obliquus. 12.8
S. obliquus. 6.5
S. obliquus. 0.2

Fuente: Autores

El fotoperiodo se ejecutd por medio de ilumina-
cion artificial con asistencia de una lampara fluo-
rescente (SYLVANIA) de luz blanca (54W_4400
[imenes). La duracion de cada ensayo fue de 5
dias en cada una de las dosificaciones utiliza-
das. La temperatura promedio de la camara de
cultivo se conservo entre 26 y 31°C.

Analisis de concentracion celular
y cinética de crecimiento

La cuantificacién de la concentracion de células
y la evaluacién de la cinética del crecimiento
estimado se realizd6 mediante la metodologia de
recuento celular en microscopio 6ptico (Amsco-
pe B120c, Irvine, California) y cdmara de Neu-
bauer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Alema-
nia), el calculo de la concentracién se realizd
mediante la ecuacién 1, realizando conteos dia-
rios del nimero de células como lo propone la
metodologia usada por Darki et al. (2017).

No.Cel./mL = total de celulas contadas = 10* = factor de dilucién (1)

La velocidad especifica del crecimiento de es-
tas cepas se calculod a través de la ecuacion 2
(Andersen, 2005):

In Cth—ll'l CV“
(tf—t0)

Hmax(d™h) = (2)

Donde:
Ln CV es logaritmo natural de concentracion
celular por volumen de medio de cultivo.

tf y ti son los tiempos (final e inicial respecti-
vamente) del ensayo.

El tiempo de duplicacién determinado en dias,
es el tiempo requerido para la duplicacion de
células, el cual se calculd a partir de la tasa de
crecimiento por medio de la ecuaciéon 3 (An-
dersen, 2005):

dy === (3)

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para cada cepa de microal-
ga se sometieron a un analisis de varianza de
dos factores (ensayos vs tiempo de crecimien-
to) y pruebas de medias de Tukey (p < 0.05)
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para determinar las diferencias significativas
entre los ensayos y posteriormente la estima-
cion de la concentracion celular en funcién de
la variable “dosificacion de CO,” para las 2 es-
pecies de microalgas (C. vulgaris y S. obliquus).
Preliminarmente, se confirmd la normalidad de
los datos a través de la prueba de Shapiro Wilks
para cada momento de muestreo (W: estadis-
tico > valor critico: VC). Para el procedimiento
(PROC) GLM, prueba del rango estudentizado,
se utilizd el programa estadistico SAS versién

(A)

Promedios de C. vulgaris y S. obliquus para cada dia:

Dia Estimacion

5 9331045 I

4 6287037
3 4354630
2 2010185
1 17879063
[s] 1057009
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9.3. Las graficas de las curvas de crecimiento
se realizaron mediante software Excel 2016.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La interaccién de la temporalidad en las dos
especies de microalgas se ilustra en la figura
1, observandose diferencias significativas en
las estimaciones poblacionales segln los dias
de observaciéon y los ensayos (E) correspon-
dientes a la dosificacién de CO,.

(B)

Promedios de C. vulgaris y S. obliquus para los ensayos (E):

Ensayo Estimacion
2 9277115 I
3 5251852
1 4250000
5 2635012
4 2013889
8 1700000

Figura 1. Promedios de estimaciones poblacionales para las células de C. vulgaris y S. obliquus en los dias de

observacién (A) y los Ensayos de dosificacion (B) (Analisis a través de agrupamiento de Tukey Alfa = 0.05. Los

promedios cubiertos por la misma barra no son significativamente diferentes).

Fuente: Autores

La Figura 2 ilustra la curva de crecimiento
de la cepa C. vulgaris, la cual manifesté que
la fase exponencial en E1 y E3 inicio a partir
del dia 1, mientras que en E2 inici6 desde el
dia 0 siendo este ensayo donde se alcanzd la
densidad celular mas alta con cel.ml®. En el
ensayo E3 la densidad celular alcanzada fue
de cel.ml?, una densidad mayor que la logra-
da en E1. Finalmente, el ensayo en el que se
presentd la menor densidad de células fue
en E1 con un maximo de cel.ml?, inferior al
obtenido en E3 aun cuando contd con la dosi-
ficacion de CO, mas alta de los tres ensayos.
Los resultados obtenidos en los ensayos E1
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a E3 se asemejan a los resultados obtenidos
por Zheng et al. (2012), en los que los creci-
mientos mas altos se obtuvieron con las do-
sis de CO, intermedias 1, 5 y 10%. De igual
modo, la concentracién de CO, mas alta inhi-
bid el crecimiento microalgal y la concentra-
cién mas baja de CO, produjo un crecimiento
limitado. Por su parte, Ortiz et al (2014) in-
dica que el uso de aire enriquecido con CO,
a concentraciones del 2, 4, 8 y 16% como
fuente de carbono produce concentraciones
altas de biomasa, permitiendo usar con éxito
la microalga C. vulgaris en la mitigacién de
CO, de las emisiones industriales.
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Concentracion celular (cel.ml)

3,00,E+07

2,50,E+07

2,00,E+07

1,50,E+07

1

,00,E+07

5,00,E+06

0,00,E+00

Curva de crecimiento C. vulgaris

o.f.n"'

f- e cumm b 0 .*"
0 1 2 3 4 5
Tlempo (Dias)

e=+te F1 E2 eedee+E3

Figura 2. Ilustracion de la curva de crecimiento de C. vulgaris. Ensayos E1 a E3, luminaria artificial de 54
Watts (4400 Im) con fotoperiodo luz: oscuridad (12:12), rango de temperatura 26 - 31°C.

Fuente: Autores

En la tabla 1 se presenta la cinética de creci-
miento por C. vulgaris, ratificando que E2 tuvo
mayor velocidad especifica de crecimiento (),
en comparacién con E1 y E3, y un menor tiem-
po de duplicacion celular 1.12d. La estimacién
de estos valores tiende a generar una estre-
cha relacién con la capacidad productiva del

sistema. Para el analisis de varianza elaborado
a los ensayos E1 a E3, la variable densidad de
células en C. vulgaris proyectd diferencias al-
tamente significativas entre los 3 ensayos. Es-
tos contrastes estadisticos entre los ensayos
El y E3 se determinaron con el test de Tukey a
un nivel de confianza del 95% (p<0.05).

Tabla 2. Estimacién de la Cinética de crecimiento de C. vulgaris. Ensayos E1 a E3, luminosidad artificial de
54Watts (4400 Im) con fotoperiodo luz: oscuridad (12:12), rango de temperatura 26°C - 31°C.

Ensayo (E) Cepa

El C. vulgaris.
E2 C. vulgaris.
E3 C. vulgaris.

Pmax(d™h) dy;
0,43 c 1,60
0,62 a 1,12
0,47 b 1,49

-1
Las letras en .“max(d ) indican la diferencia estadistica de Tukey (p<0.05)

Fuente: Autores
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El comportamiento de S. obliquus al someterse
a diferentes dosis de CO, establecidas en esta
metodologia se ilustra en la figura 3. La curva
de crecimiento muestra que el cambio exponen-
cial para los ensayos E4 a E6 inicia a partir del
primer dia, en cuanto al crecimiento el ensayo
E5, se identifica la mayor la densidad de células
logrando valoraciones de 4,62 x 10° cel.ml™.
Para el ensayo E4 el maximo valor obtenido fue

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

de 3,46 x 10° cel.ml, mientras E6 mostrd la menor
densidad de células cuyo maximo valor no
super6 3,03 x 10° cel.ml!. Estos resulta-
dos guardan una similitud respecto a los resul-
tados obtenidos por Abd El Baky et al. (2012) en los
que se cultivd la microalga S. obliquus con
una mezcla de aire y CO, a concentraciones del
0.3, 3, 9y 12%, donde la concentracion de bio-
masa mas alta se obtuvo al 9% de CO,.

Curva de crecimiento S. obliquus

5,00,E+06
4,50,E+06
4,00,E+06
3,50,E+06
3,00,E+06
2,50,E+06
2,00,E+06
1,50,E+06

Concentracién celular (cel.ml?)

1,00,E+06 e *
5,00,E+05

0,00,E+00

coges F4

2
Tiempo (Dias)

3 4 5

ES5 ==t [6

Figura 3. Ilustracion de la curva de crecimiento de S. obliquus. Ensayos E4 a E6, luminosidad artificial de 54
Watts (4400 Im) con fotoperiodo luz: oscuridad (12:12), rango de temperatura 26°C - 31°C.

Fuente: Autores

La Tabla 3 presenta valores estimados a la
cinética de crecimiento mostrada por S. obli-
quus, ratificando que E5 presentd mayor velo-
cidad especifica de crecimiento , en compara-
cion con E4 y E6, y su tiempo de duplicacion
celular fue menor 1.12d. Estas valoraciones in-
dican una relacién muy estrecha con la capaci-
dad productiva en el sistema. En el respectivo

analisis de varianza, los ensayos E4 a E6 en la
variable “densidad de células” de S. obliquus
proyectaron diferencias altamente significati-
vas entre los 3 ensayos. La respectiva estadis-
tica entre los ensayos E4 a E6 se determina-
ron mediante la prueba de Tukey a un nivel de
confianza del 95% (p < 0.05).
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Tabla 3. Estimacion de la Cinética de crecimiento de S. obliquus. Ensayos E4 a E6, iluminacion artificial de
54Watts (4400 Im) con fotoperiodo luz: oscuridad (12:12), rango de temperatura 26°C - 31°C.

Ensayo (E) Cepa

E4 S. obliquus.
E5 S. obliquus.
E6 S. obliquus.

Pmax(d™Y) dy
0,25b 2,79
0,27 a 2,52
0,22 c 3,12

-1
Las letras en .“max(d ) indican la diferencia estadistica de Tukey (p<0.05)

Fuente: Autores

El contraste entre C. vulgaris y S. obliquus de
los tres ensayos aplicados (dosificacion de CO,
y aire controlado) a cada especie (figura 4),
permite reconocer diferencias estadisticas sig-
nificativas, donde se observdé que C. vulgaris
siempre alcanz6 una mayor densidad de célu-
las. El analisis de varianza realizado a los en-
sayos El1 y E4 se presentd diferencia altamen-
te significativa en ambas especies evaluadas
a las mismas condiciones de dosis de CO, y
aire controlado, siendo la cepa C. vulgaris con
un registro maximo de 8,67 x 10° cel.ml?
mientras S. obliquus alcanzé un maximo valor
de 3,46 x 10° cel.ml?, encontrandose una

diferencia de 2.5 veces mas de densidad celu-
lar en C. vulgaris. Para | caso de los ensayos
E2 y E5, C. vulgaris logré una densidad maxi-
ma de 2,59 x 107 cel.ml y la cepa S. obli-
guus alcanzé un valor maximo de 4,62 x 10°
cel.ml!, permitiendo observar una densidad
celular 5.6 veces mayor en C. vulgaris. Poste-
riormente, en los ensayos E3 y E6 donde se
usO aire atmosférico, la cepa C. vulgaris ob-
tuvo un valor maximo de 1,03 x 107 cel.ml!
1y la cepa S. obliquus alcanzé una densidad
maxima de 3,03 x 10° cel.ml?, generando
una diferencia de 3,4 veces mas densidad ce-
lular en C. vulgaris.

Concentracion celular C. vulgaris vs S. obliquus

3,00,E+07
2,50,E+07
2,00,E+07
1,50,E+07

1,00,E+07 A

Concentracion celular (cel.ml?)

5,00,E+06

0,00,E+00
Edl E4

C. vulgaris

A
A
E2 ES E3
2 S, obliquus

Figura 4. Ilustracion de ANOVA - Densidad de células de C. vulgaris y S. obliquus. Ensayos E1 a E6. Prue-
ba de rangos multiples para (E1, E4), (E2, E5) y (E3, E6). Tukey (p<0.05). Luminosidad artificialde 54 Watts
(4400 Im) con fotoperiodo 12:12, rango de temperatura 26°C - 31°C. Las letras en las barras indican las dife-

rencias entre las especies para cada dosis de CO, suministrada segln prueba de Tukey (p<0.05).

Fuente: Autores
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4. CONCLUSIONES

La dosificaciéon de CO, adicional beneficié la ci-
nética del crecimiento de las 2 especies, espe-
cialmente en C. vulgaris, donde la cantidad de
CO, dosificado en E2 y E5 mostré los valores
de densidad celular mas altos para ambas es-
pecies de microalgas, siendo la condicién mas
favorable de todos los ensayos realizados para
mejorar su productividad.

Los resultados obtenidos en los ensayos E1 a
E3 verificados con la cepa C. vulgaris mostra-
ron que no hay una relacion directa entre la
cantidad de CO, dosificado y la densidad de
células. Esta situacidn era esperada ya que,
con el uso de solo aire atmosférico, la densi-
dad celular de C. vulgaris en E3, alcanza valo-
res mayores a los obtenidos con una alta dosi-
ficacion de CO, como la del ensayo E1.

Los resultados obtenidos en este estudio mos-
traron que las microalgas C. vulgaris y S. obli-
guus tienen alto potencial para ser utilizadas
en cultivos con condiciones controladas que
busquen objetivos como la captura de CO, y
produccién de biomasa.
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ABSTRACT

Contextualization: Pseudomonas aeruginosa
is capable of producing biosurfactants which
have many uses in bioremediation and the pro-
duction of antiviral, antibacterial, antiparasitic,
sporicidal and antifungal agents, among others.

Knowledge gap: This study describes the
production of mono and di-rhamnolipid bio-
surfactants by P. aeruginosa strains isolated
from Zea mays rhizosphere and composts in
the state of Guerrero, Mexico.
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Purpose: The overall aims were to investiga-
te biosurfactant, pyocyanin production, and
tolerance to heavy metals and antimicrobial
activity capacity than biosurfactants produced
from P. aeruginosa strains from corn rhizos-
phere and compost in Mexico.

Methodology: Biosurfactant production was
determined based hemolysis on blood agar,
blue halos in CTAB-Methylene blue agar, drop
collapse test and production of foam on PPGAS
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broth, the emulsion index (IE24) and antibac-
terial capacity. The strains were identified by
sequence of the 16S rDNA gene and their re-
sistance to heavy metals were also evaluated.

Results and conclusions: Two strains isola-
ted from Zea mays rhizosphere (PAMS8, PAM9)
were the best biosurfactant producers and their
extracts showed antimicrobial activity against
Grampositive and Gramnegative bacteria. PAM8
and PAM9 showed >30% of cellular hydrophobi-
city to hydrocarbons, and were capable of emul-
sifying toluene, cyclohexane, petroleum, diesel
and oils. All strains showed the same profile of
heavy metal tolerance (As5+ >As3+ >Zn2+
>Pb2+ >Fe3+ >Cd2+ >Cu2+ >Cr6+ in con-
centrations of 20, 10, 10, 6, 4, 4, 2 and 2 mM,,
respectively). The isolation of biosurfactant-pro-
ducing and heavy-metal tolerant bacteria from
Zea mays rhizosphere and compost in Guerrero
demonstrates the capacity for this region to har-
bor potentially important microbial strains for
industrial or bioremediation applications.

Keywords: Rhamnolipids, hydrocarbons, bio-
remediation, biotechnological applications.

RESUMEN

Contextualizacién: la Pseudomonas aerugi-
nosa es capaz de producir biosurfactantes que
tienen muchos usos en la biorremediacion y
produccién de agentes antivirales, antibacte-
rianos, antiparasitarios, esporicidas y antifun-
gicos, entre otros.

Vacio de conocimiento: este estudio des-
cribe la produccion de biosurfactantes mono
y di-ramnolipidos por cepas de P. aeruginosa
aisladas de la rizosfera y compostas de Zea
mays en el estado de Guerrero, México.

Propoésito del estudio: los objetivos gene-
rales fueron investigar la produccién de bio-
surfactantes, piocianina y tolerancia a metales
pesados y la capacidad de actividad antimicro-
biana de los biosurfactantes producidos por
cepas de P. aeruginosa aisladas de rizosfera y
composta en México.

Metodologia: Se determind la produccion
de biosurfactantes con base en la hemolisis
agar sangre, halos azules en agar CTAB-azul
de metileno, ensayo de colapso de gotas, pro-
duccion de espuma en medio PPGAS, indice de
emulsién (IE24) y capacidad antibacterial, las
cepas se identificaron por la secuencia del gen
del 16S y también se evalud la resistencia a
metales pesados.

Resultados y conclusiones: Dos cepas
aisladas de la rizosfera de Zea mays (PAMS,
PAM9) fueron las mejores productoras de
biosurfactantes, y sus extractos mostraron
actividad antimicrobiana frente a bacterias
Grampositivas y Gramnegativas. PAMS8 vy
PAM9 mostraron >30% de hidrofobicidad a
hidrocarburos y fueron capaces de emulsio-
nar tolueno, ciclohexano, petrdleo, diésel y
aceites. Todas las cepas mostraron el mis-
mo perfil de tolerancia a metales pesados
(As’* > As3* > Zn?* > Pb?* > Fe3* > Cd** >
Cu?* > Cr®* en concentraciones de 20, 10,
10, 6, 4, 4, 2 y 2 mM., respectivamente). El
aislamiento de bacterias productoras de bio-
surfactantes y tolerantes a metales pesados
de la rizosfera y composta de Zea mays en
Guerrero demuestra que la regiéon alberga
cepas microbianas potencialmente impor-
tantes para aplicaciones industriales o de
biorremediacién.

Palabras clave: Ramnolipidos, hidrocarburos,
biorremediacién, aplicaciones biotecnoldgicas.
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1. INTRODUCTION

Biosurfactants are molecules that lower the
surface tension and increase the solubility
between solutions that are non-miscible (To-
ribio Jimenez et al., 2014). Among their many
applications, they may act as emulsifying,
foaming agents and wetting agents (Pacwa-
Ptociniczak et al., 2011; Satpute et al,,
2010)2011; Satpute et al., 2010. Biosurfac-
tants are produced by microorganisms such
as bacteria, yeast and filamentous fungi, and
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are often considered to be environmentally
friendly compounds. They have been mostly
studied in the context of microbial enhanced
oil recovery (MEOR) and in the bioremediation
of water and soils contaminated by hydrocar-
bon spills and heavy metals (Amani et al.,
2013; Darvishi et al., 2011; Wu et al., 2008).
Among the better-known biosurfactants are
the rhamnolipids (RLs), mainly produced by
the bacterium P. aeruginosa.
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Strains of P. aeruginosa can metabolize hexa-
decane and other polycyclic aromatic hydro-
carbons to use them as a carbon source for
growth, for synthesis of rhamnolipids (Beal
and Betts, 2000; Miller et al.,, 2012; Nie et
al., 2010) and to eliminate heavy metals from
wastewater (El Zeftawy and Mulligan, 2011).

Rhamnolipids (the class glycolipids) from this
species are known to function as antibacte-
rial, antiviral, antiparasitic, sporicidal and an-
tifungal agents (Abdel-Mawgoud et al., 2010;
Bharali et al., 2013; Wang et al., 2005)alpha-
L-rhamnopyranosyl-alpha-L-rhamnopyranos-
yl-beta-hydroxydecanoate (Rha-Rha-C(10.
Another compound related to biosurfactants
is pyocyanin, which is a blue, secondary me-
tabolite with the ability to oxidize and reduce
other molecules (Hassan et al., 1980). Biosur-
factants and pyocyanin exhibited a peculiar
correlation, as the culture supernatants con-
taining both components emulsified hydrocar-
bons in a higher amount than that of the bio-
surfactant alone.

Enhancement in emulsification also occurred
by mixing pyocyanin from PPGAS medium and
biosurfactant (Das and Ma, 2013). P. aerugi-
nosa is a free-living bacterium that has been
isolated from soils, contaminated water,
plant rhizospheres, animal skin, leachates,
and human environments, including hospi-
tals (Soberdon-Chavez, 2001). Resistance of

many P. aeruginosa strains to antibiotics,
antiseptics, chemical disinfectants, heavy
metals and metalloids suggest that the spe-
cies is generally robust in nature and may be
applied for human uses in certain cases. The
overall objective was to investigate biosur-
factant, pyocyanin production, and tolerance
to heavy metals and antimicrobial activity
capacity than biosurfactants produced from
P. aeruginosa strains from corn rhizosphere
and compost in Mexico.

2. MATERIALS AND METHODS
See Annex.

3. RESULTS AND DISCUSSION

RESULTS

Selection and identification of biosurfactant-
producing bacteria.

A total of seven bacterial strains were charac-
terized genetically and identified as the genus
Pseudomonas. Four isolates were found in Zea
mays rhizosphere (PAM7, PAM8, PAM9 and PAM
10) and the rest were isolated from compost
(PAB11, PAB12 and PAB13). The strains showed
99% identity to P. aeruginosa PAO1 (reference
strain); however, PAM79 and PAM810 isolates
are genetically related to strains of Pseudomo-
nas sp (Fig 1). All strains exhibited the ability
to produce biosurfactants, which was confir-
med by beta hemolysis in blood agar plates
and dark halos in CTAB-Methylene blue agar.
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PAB13

Pseudomonas aeruginosa PAOT (AEDD4091.2)
g |PAB12
| PaB11
PAMS
PAMT

[j PAMS
100 PAM10
Bacillus subtilis Y552 (KU551251.1)
p—
0.5

Figure 1. Phylogenic analysis by neighbor-joining methed on 165 rDNA gene sequences. Scale bar = 0.5
substitutions per nucleotide position. Facillus subtifis Y552 (H(202539) was used as an ouigroup sequence.

Source: Authors

The surface activity of biosurfactants present
in the cultures was positive for the tests of

foaming activity in PPGAS broth, drop collapse
test and oil displacement test (Fig. 2).

Figure 2. Evaluation of the production of biosurfactants. A) Blue halos formation in CTAB-Methylene blue agar, B)
Hemolysis in blood agar. C) il displacement assay. D) drop collapse test. E-F) Foaming activity in PPGAS broth.

Source: Authors

Emulsifying properties and cellular hydrophobi-
city associated with biosurfactants production

The biosurfactants produced can emulsify pe-
troleum, diesel, toluene, xylene, cyclohexane
and oils (mineral and vegetable) in different
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degrees, as shown on Table 1. The xylene
hydrocarbon was mostly emulsified by the
strains (average = 58%), while mineral oil
did not exceed the 32% of average emulsifi-
cation. P. aeruginosa strains with highest IE,,
values were PAM8, PAM9, PAB11 and PAB13.
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The strain PAM8 has an average IE,, of 64%
and PAM9 emulsifies cyclohexane up to 70%
in vegetable oil. PAB11 emulsifies petroleum
to 79% and PAB13 emulsifies xylene to 67%.
The Zea mays rhizosphere strains showed bet-
ter emulsification in diesel compared to the

compost strains, and did not present signifi-
cant differences in the other substrates. The
strongly hydrophobic (% Cellular Hydrophobi-
city or BATH) P. aeruginosa strains were PAMS8
and PAM9 with 38% and 30% of BATH values,
respectively (Table 1).

Table 1. Percent Index of emulsification (IE,,) and cellular hydrophobicity

by biosurfactants of P. aeruginosa.

Table 1. Percent Index of emulsification (IE 24) and cellular hydrophobicity by biosurfactants of Pseudomonas geruginosa.

Emulsification Index (IE24) %

Sample P. aeruginosa Diesel ~ Toluene  Xylene  Cyclohexane Mineral Oil Vegetable oil ~ Petroleum % Cellular Hydrophobicity

PAM7 2 66 57 54 A 15 2 2

Maize PAMB 60 A 61 64 3 5 2 38

hizosphere PAMY 5 66 67 65 3 10 2 30
PAM10 4 19 iy 54 17 5% 5 18

PABLL 27 63 4 54 il 50 JE| 2

Compost PABL 2 54 63 M 60 57 2 18
PABI3 25 A 67 18 M 15 M 2

Control PAO-1 57 5 65 1 L] 5 I kA

pvalue 004* 08 0.65 0.25 021 048 04 0.06

*Statistically different accorded to unpaired Student's t-test (p <0.05)

Source: Authors

Quantification and physicochemical characteri-
zation of biosurfactants.

The P. aeruginosa strains with the highest bio-
surfactant titers were PAM8 (187 5 mg/L),
from Zea mays rhizosphere, and PAB13 (162+7
mg/L), from compost (Fig.3). The strain PAB12
showed poor performance, with 125+4 mg/L
of biosurfactant. All biosurfactants obtained

from the isolated Pseudomonas strains were
negatively charged and retained their capacity
to disperse and emulsify oil after treatment at
= 100 °C, salinity at 10% and = pH10 (Fig. 3).
Significant differences were observed between
compost and Zea mays rhizosphere strains in
terms of amount of biosurfactant produced
but not in their physicochemical properties.
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Stability properties

Strains B compost B Maize rhizosphere

Temperature  pH  Salinity [Nadl)

PO 120%C 10 10
PAB13 1040 °C B 107,
PABLZ 1207°C 10 10%
PABI1 120°C 10 107K,

%

PAMZD 1040 “C 10 10%
FAMD 120°C 10 10%
FAMS 120C 12 10%
FAMT 100 “C 10 10%

L F=] S ™ 100 125 150 1% 200

Rhamnolipids (mg/L)

Figure 3. Comparison of production and physicochemical properiies of thamnolipids. *Statistically different between compost
amnd rhizosphere strains accorded to unpaired Student's t=test (p = 0L035)

Source: Authors

Surface activity of biosurfactants in presence
of pyocyanin pigment.

The production of pigments was observed
at the same time as formation of abundant
foam in PPGAS culture so, due to its blue

]

Pyocyanin (pg mL ")

2_-_

coloration, pyocyanin was quantified (Fig.
4). The highest production of pyocyanin was
observed in Zea mays rhizosphere strains:
PAM8 (11.9 £ 2.3 pL mL?'), PAM9 (7.8 = 1.3
pL mLt) and PAM10 (7.8 £ 1.0 pL mL?).

PAB11 PAB12

A)’

FAMT PAME PAMS PAMID PARIN

PABI2 PABI3 PAO-I B)

Sirains Makse rhlmnphere Compind

PAB13

Comiirol

PFAD-1

Figure 4 Comparison of pyocyvanin pigment between compost and rhizosphere strains, A) Quantification by colorimetric

method. B) Intensity of pigment in PPGAS broth.

Source: Authors

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 1: 101 - 112, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453



Aguirre-Noyola J. L, Romero Ramirez Y, Ruvalcaba Ledezma J. C, Forero Forero A. V, Leon Rodriguez R, and Toribio Jiménez J

Biosurfactants produced by metal-resistant pseudomonas aeruginosa isolated from zea mays rhizosphere and compost

Antibacterial activity of biosurfactants.

The produced rhamnolipids have antimicro-
bial activity against two Grampositive and
two Gramnegative bacteria evaluated (Table
2). Maize rhizosphere strains inhibit the bac-

antibacterial effect were observed for other
bacteria. P. aeruginosa PAM8 showed the
strongest activity against B. subtilis, S. au-
reus, S. paucimobilis and K. pneumoniae with
inhibition halos of 266 mm, 22+4 mm, 32+5

terium Bacillus subtilis better than compost
strains, and no significant differences in their

mm and 24+3 mm, respectively.

Table 2. Comparison of antibacterial activity of biosurfactants produced
by Pseudomonas aeruginosa.

Inhibition zone diameter (mm)

P. B. S. S. E. P. K. E.
aeruginosa subtilis aureus paucimobilis cloacae vulgaris pneumoniae coli
PAM7 22 20 21 ND ND 13 ND
Maize PAMS8 26 22 32 ND ND 24 ND
rhizosphere PAM9 23 13 22 ND ND 14 ND
PAM10 23 17 26 ND ND 18 ND
PAB11 11 12 31 ND ND 17 ND
Compost PAB12 13 19 12 ND ND 13 ND
PAB13 21 17 16 ND ND 19 ND
Control PAO-1 26 21 30 ND ND 23 ND
p value 0.03* 0.94 0.82 - - 0.84 -

*Statistically different between compost and rhizosphere strains accorded
to unpaired Student’s t-test (p < 0.05). ND=Not detected.

Source: Authors

Heavy-metal resistance profile of P. aerugino-
sa strains.

The petroleum and its derivatives contain
traces of heavy metals and metalloids that
give rise to the formation of organometallic
compounds; therefore, we evaluated the he-
avy-metal resistance profile of biosurfactant-
producing Pseudomonas. All the strains have
similar MIC to heavy metals and metalloids in
the following order: As>* (>20 mM), As3* (10
mM), Zn?* (10 mM), Pb?*(6 mM), Fe3*(4 mM),
Cd?**(4 mM), Cu?*(2 mM) and Cré*(2mM). The
colonies were hyper mucoid when grown in
high concentrations of metals especially in Pb,
Fe and Cu.

DISCUSSION

The bacterium P. aeruginosa is known for its
ability to produce several bioactive compounds.
In this study, report is made on seven strains
isolated from the rhizosphere corn or compost;
all isolates produced biosurfactants with emul-
sification indexes on the different hydrophobic
substrates as shown on Table 1. Highlighted in
the work by Pirdllo et al. (2008), a P. aeruginosa
LBI strain was isolated from places that were
contaminated by hydrocarbons. The biosurfac-
tant produced maintained the physicochemical
properties after treatment at 120 °C, 10% sa-
linity and only PAM8 biosurfactant is active un-
der alkaline conditions (pH 12).
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Strains synthetized both mono-rhamnolipids
and di-rhamnolipids, except PAB12 that only
produces mono-rhamnolipid, probably lacks
some gene responsible for incorporating
rhamnose during the biosynthetic pathway.
Our results of IE,, agree with the results ob-
tained by Janek et al., (2013), where it was
reported that the rhamnolipid produced by
a strain of Pseudomonas BD2 isolated in the
Arctic, is capable of reducing the surface ten-
sion from 71 to 31 mN/m and emulsifies 70%
olive oil, meanwhile for n-hexane, xylene,
hexadecane and petroleum ether it emulsifies
in a range from 51 to 65%.

It was observed that strains that synthesize
more pigment also produce more biosurfac-
tant and are better emulsifiers. Das and Ma
(2013) report that the pyocyanin pigment en-
hances the biosurfactant-mediated hydrocar-
bon emulsification in clinical and environmen-
tal strains of P. aeruginosa. In the same way,
the hydrocarbonoclastic activity (involved in
the mineralization of hydrocarbon pollutants)
is positively correlated with the pyocyanin pro-
duction by P. aeruginosa strains isolated from
gas stations, activated sludge and wastewater
(Viana et al., 2018). Since the strains isolated
in the present study are biosurfactant produ-
cers, they could potentially be used for Micro-
bial Enhanced Oil Recovery (MEOR) in contami-
nated environments, in oil wells (Brown, 2010)
or in agricultural soils (Sachdev and Cameotra,
2013). The production and concentrations the
biosurfactants vary depending on the culture
conditions and nutrients, especially the carbon
source, as reported by Vanavil et al. (2013) It
was reported that the concentration of rham-
nolipids obtained when growing the strain in
glucose was 88 mg/L, and 15-fold higher when
they added Mg?* and Fe?* to the media. In the
case of this study, it is still needed to find con-
ditions for the improvement of the biosurfac-
tant production.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 1: 101 - 112, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

We propose PAM8, PAM9 and PAM13 strains as
candidates for use in bioremediation of marine
environments and other systems by biosurfac-
tants that are stable in hypersaline and alka-
line conditions. The strains in this study are
similar to those that the microbial consortium
reported by Darvishi et al. (2011). That con-
sortium produces a biosurfactant capable of
resisting temperatures of over 70°C, salt con-
centrations higher than 15%, and a range of
pH from 4 to 10. It also breaks down hydrocar-
bons, a fact that points it as a good candidate
for the remediation of contaminated sites with
these compounds.

The strains PAM8 and PAM9 are capable to
emulsify different hydrocarbons and have
highest cell hydrophobicity, these are good
features for the bioremediation of sites con-
taminated with oil. Kaczorek and Olszanowski
(2010) evaluated the binding of hydrocarbons
by Pseudomonas sp. when growing in different
carbon sources. They observed that P. fluores-
cens PI growing in glucose had 8% hydropho-
bicity but when grown in ethylbenzene, its hy-
drophobicity increased by 30% similar to the
hydrophobicity showed by the strains P. aeru-
ginosa PAM8 (28%) and P. aeruginosa PAM9
(20%). PAB12 is the smallest emulsifier pro-
bably because it only produces mono-rhamno-
lipid in small quantities (Fig 3), so the critical
micellar concentration is not easily achieved.

The crude extracts of strain PAM8 showed high
activity against B. subtilis, S. aureus, S. pauci-
mobilis and K. pneumoniae. These results are
consistent with Bharali et al. (2013) where the
antibacterial activity of the P. aeruginosa OBP1
rhamnolipids on S. aureus and K. pneumo-
niae was shown. The rhamnolipids produced
by P. putida 21BN against B. subtillus (Tuleva
et al., 2002). Another study showed the effect
of the biosurfactant produced by P. koreensis
M9b on Grampositive bacteria (Toribio et al.,
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2011). The antibacterial producers included in
the CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) to date are biosurfactants belonging
to the class glycolipids and cyclic lipopeptides;
for this reason, the biosurfactants produced
by our isolates represent good candidates as
antibacterial products.

The colonies showed fluorescence and were
hyper-mucoid in presence of Pb, Zn and Fe.
This was probably in response to the stress
they underwent, since the exopolysaccharides
have anionic functional groups as phospha-
tes, sulfates, and carboxilic acids that bind
to metals, sequestering them and avoiding
the interactions of the metal inside the cell.
Fluorescence was caused by the production of
siderophores that could be related to the pre-
sence of specific metals in the soils that our
isolates came from. Siderophores as the pio-
verdine and piochelin are able to bind Fe, Cd,
Cu and Zn, reducing their toxicity for bacteria
(Dao et al., 1999; Dimkpa et al., 2009).

These data agree with Raja et al. (2006), who
reported on a strain of P. aeruginosa FC1 being
capable of growing in 800 ppm of Pb, 700 ppm
of Ni, 500 ppm of Cd and 400 ppm of Cr. On
the other hand, studies conducted by Hassan et
al. (2008) showed bacterial resistance to heavy
metals in contaminated soils in Egypt. However,
89% of the isolates were inhibited by 3.5 mM of
the metal, which represents a lower concentra-
tion than our isolates could resist. Bodour et al.
(2003) This shows the production of associated
biosurfactants with resistance to heavy metals,
which is similar to the yield of this study.

4. CONCLUSIONS

Seven endemic strains of P. aeruginosa were
successfully isolated from the rhizosphere
from pure breed Zea mays and compost. The
strains were able to produce rhamnolipid and
has antimicrobial activity against Grampositive

and Gramnegative bacteria. Moreover, they
showed resistance to heavy metals. Strains
PAM8 and PAM9, are the best candidates to
use them for bioremediation and other biote-
chnological applications.
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RESUMEN

Contextualizacion: la ciudad de San Juan de
Pasto, en especial su area céntrica y surorien-
tal, presenta una presion significativa en los
recursos ambientales a causa de una mayor
densidad poblacional, lo que genera diversos
problemas ambientales a razén del proceso de
urbanizacion.

Vacio de investigacion: es necesario for-
mular estrategias que contribuyan al mejora-
miento de la calidad ambiental urbana en la
comuna tres, por medio de la evaluaciéon de
indicadores de calidad ambiental urbana, la
estimacion de la calidad ambiental en la zona
de estudio y la formulacion de alternativas que
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aumenten dicho componente mitigando im-
pactos ambientales.

Proposito del estudio: los objetivos especi-
ficos del estudio fueron: identificar indicadores
de calidad ambiental, estimar el indice de cali-
dad ambiental urbana y proponer alternativas
para mejorar la calidad ambiental urbana en la
comuna tres, San Juan de Pasto.

Metodologia: se aplicé el indice de calidad
ambiental urbana, metodologia disefiada por
el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sosteni-
ble, como un instrumento para evaluar la sos-
tenibilidad ambiental en las urbes. Se realizd
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la priorizacion de alternativas a través del mé-
todo matriz de priorizacidon multicriterio.

Resultados y conclusiones: el valor del indi-
ce de calidad ambiental urbana para la comu-
na tres obtuvo un valor de 50,5, lo cual advier-
te de una calidad ambiental urbana media. Los
indicadores mas representativos son: calidad
del aire y porcentaje de poblacion urbana lo-
calizada en zonas de amenaza alta, obtenien-
do una calificacién de muy alto y muy bajo,
respectivamente. La priorizacion de alternati-
vas dio lugar al estudio de dos estrategias, un
sistema de terrazas verdes modulares y una
estrategia de movilidad sostenible - Sistema
publico de bicicletas, que mejorarian la cali-
dad ambiental del area de estudio. Este pro-
ceso concluyd que la aplicacién del indice de
calidad ambiental urbana tiene una viabilidad
moderada en la aplicacion al nivel estratégico
de comuna.

Palabras Clave: analisis multicriterio; area
urbana; indicadores de calidad Ambiental; mo-
vilidad sostenible; techo verde.

ABSTRACT

Contextualization: This study identifies that
the city of San Juan de Pasto, especially its
central and southeastern area, present a sig-
nificant pressure on environmental resources,
due to a higher population density, generating
various environmental problems due to the ur-
banization process.

Knowledge gap: Such situation gave rise to
the development of this research, to formula-
te strategies that contribute to the improve-
ment of urban environmental quality in com-
mune three, by obtaining urban environmental

quality indicators, estimating environmental
quality in the area of study and formulation of
alternatives that increase urban environmen-
tal quality and prevent environmental impacts.

Purpose: The specific objectives of the study
were: Identify environmental quality indica-
tors, estimate the urban environmental qua-
lity index and propose alternatives to impro-
ve urban environmental quality in commune
three, San Juan de Pasto. For this, the urban
environmental quality index, a methodology
designed by the Ministry of Environment and
Sustainable Development (2016), was applied
as an instrument to assess environmental sus-
tainability in cities and prioritization of alterna-
tives was carried out through of the method;
multi-criteria prioritization matrix.

Results and conclusions: The urban envi-
ronmental quality index value for commune 3
obtained a rating of 50.5, which indicates an
average urban environmental quality, with Air
Quality and the percentage of urban popula-
tion located in high threat areas being among
the most representative, obtaining a Very
high and very low rating respectively. The
prioritization of alternatives led to the study
of two strategies; a modular green terrace
system and a sustainable mobility strategy -
Public bicycle system, which would improve
the environmental quality of the study area.
This process concluded that the application of
the urban environmental quality index propo-
sed in previous research has a moderate via-
bility in the application at the strategic level
of the commune.

Key words: Multi-criteria analysis; urban
area; Environmental quality indicators; sustai-
nable mobility; green roofs.
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1. INTRODUCCION

Las ciudades o areas urbanas se definen como
la conformacién de conjuntos de edificaciones
y estructuras contiguas agrupadas en manza-
nas que estan delimitadas por calles, carreras
o avenidas, y que prestan servicios basicos
tales como acueducto, alcantarillado, energia
eléctrica, hospitales y colegios (Charry y Galle-
go, 2018). En dichas areas también concurren
interacciones sociales, econdmicas y ambien-
tales, dentro de las que se contempla la cali-
dad ambiental urbana, entendida ésta ultima
como la interaccidon de un conjunto de factores
humanos y ambientales interrelacionados que
inciden favorable o desfavorablemente en la
calidad de vida de los habitantes de una ciudad
(Rojas, 2011).

Las dinamicas de crecimiento demografico
que enfrentan las ciudades representan una
alta amenaza para el medio ambiente, para la
salud y la calidad de vida de sus habitantes.
Dicho crecimiento genera nuevos procesos
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econdmicos y esta generalmente acompafiado
de un incremento en las actividades industria-
les, mayores tasas de motorizacion, superior
consumo de combustible y, por ende, la gene-
racion de mayores emisiones de contaminan-
tes del aire (Franco, 2012).

Actualmente, el 54% de la poblacién mundial
vive en zonas urbanas y se espera que en 2050
alcance el 66% (Bocquier, 2005). En el caso
de Colombia, la poblaciéon urbana, en el afio
2014, representa el 76% vy, segun las proyec-
ciones, se estima que para 2050 la poblacion
llegard a 52,6 millones de habitantes, lo que
equivale al 86% de la poblacién total (Mundial-
DNP, 2014). En Colombia, durante el afio 2014,
el 75% de la poblacién se ha concentrado en
suelos urbanos que corresponden tan solo
al 1,2% del area total del territorio nacional.
Entre estos, se destacan grandes aglomera-
ciones de poblacién en ciudades como Bogota
D.C., Medellin, Cali y Barranquilla, las cuales
sobresalen respecto a otros centros poblados
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por sus actividades socioecondmicas (IGAC,
2015; Instituto de Estudios Urbanos, 2017).

Segun la Alcaldia de Pasto (2014), en el POT
2014-2027, el municipio de Pasto cuenta con
una extension de 109.555 Ha, conformado por
107.188 Ha de area rural, siendo el 97,8% del
area total del municipio. En el afio 1938, la dis-
tribucién de la poblacién era casi equitativa en
los sectores urbano y rural; sin embargo, se
observa una tendencia hacia la disminucion de
la poblacién rural y el aumento de la poblaciéon
urbana. Para el 2020, la poblaciéon urbana al-
canza el 84% de la poblacion total del munici-
pio. Segun la Alcaldia de Pasto (2014), en el afio
2012 la comuna tres presentd una densidad
adecuada, pese a poseer terrenos destinados a
viviendas unifamiliares de interés social. En el
ano 2014, la densidad poblacional del area ur-
bana de San Juan de Pasto fue de 197 hab/ha;
no obstante, la comuna tres cuenta con 43.828
habitantes y una densidad igual a 431 hab/ha,
posicionandose como la comuna con mayor
densidad poblacional y nimero de habitantes,
esto debido a un dinamismo acelerado y una
consolidacion importante dentro del territorio
en los Ultimos afos (Alcaldia de Pasto, 2014).

La importancia de esta investigacién radico en
formular estrategias que contribuyan al mejo-
ramiento de la calidad ambiental urbana y dis-
minuyan impactos ambientales en la comuna
3 de la ciudad de San Juan de Pasto causados,
en parte, por la ausencia de la planificacion en
el proceso urbanizador que ocasiond el cre-
cimiento desorganizado en la ciudad de San
Juan de Pasto (Figueroa y Ordofiez, 2014).

Este estudio logro una estimacién objetiva del
estado actual de la calidad ambiental, en la
comuna tres de la ciudad San Juan de Pasto, a

través de la evaluacion de indicadores ambien-
tales directos e indirectos. Los objetivos es-
pecificos por desarrollar en este estudio fue-
ron: obtener la calificacion de los indicadores
de calidad ambiental urbana propuestos por el
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible
(2016), para la comuna tres de la ciudad de
Pasto, estimar la calidad ambiental en la zona
de estudio y formular alternativas que mejo-
ren la calidad ambiental urbana y mitiguen im-
pactos ambientales, en base en la estimacién
del ICAU.

Este estudio establece la formulacién y prio-
rizacién de dos estrategias: un sistema de te-
rrazas verdes modulares y una estrategia de
movilidad sostenible (sistema publico de bici-
cletas), sin embargo, deja abierta la oportu-
nidad de la posible ejecucién de las estrate-
gias, mejorando la valoracion de indicadores
ambientales en la comuna tres, asi como de
la region en general, aportando en la disminu-
cion de la cantidad de enfermedades de tipo
respiratorio, mejorando la belleza paisajistica
y previniendo la variabilidad climatica.

2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

El estudio se realizé en la ciudad de San Juan
de Pasto, especificamente en la comuna tres,
ubicada al sur oriente, siguiendo la via de ac-
ceso al departamento del Putumayo, entre las
comunas dos, doce y cuatro; colindando con
los corregimientos de Buesaquillo y Mocondi-
no. Esta comuna esta ubicada en las coorde-
nadas 1°12'13”N y 77°15'24”W. Segun la Ofi-
cina de Cabildos Indigenas - Alcaldia de Pasto
(2013) en Pinto (2013). En ella habitan 56.761
individuos. En la figura 1, se indica la localiza-
cién geografica de la comuna tres en la ciudad
de San Juan de Pasto.
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MAPA DE LOCALIZACION AREA DE ESTUDIO

LEYENDA
—— Rio Pasto

B comunas

Area urbana Municipio de Pasto
— Divisién politica - comunal
B25 4625 0 925 Meters

Escala 1:40.000

MAGNA_Colombia_Oeste
WHKID: 3115 Authority: EPSG

Projection: Transverse_Mercator
False_Easting:1000000.,0
False_Northing: 1000000.0

Central_Meridian: -77,07750791666666
Scale_Factor: 1.0
Latitude_Of_Origin: 4.596200416666666
Linear Unit: Meter {1.0)

Figura 1. Localizacion geogréfica de la comuna 3 de la ciudad de San Juan de Pasto.
Este estudio. Apoyado con Datos POT 2014 - 2027.

Fuente: Alcaldia de Pasto (2014)

Indicadores de calidad ambiental urbana
Para lograr la calificacion de indicadores de la
calidad ambiental urbana, se usoé la metodolo-
gica ICAU de urbes propuesta por el Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible, en el afio
2016, con nivel de complejidad urbana entre
100.000 y 499.999 habitantes. Aunque el area
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de estudio estda compuesta por 56.761 habi-
tantes, se selecciona ese nivel de complejidad
debido a que la comuna tres esta vinculada
en directas relaciones econdmicas, sociales y
culturales con las doce comunas de San Juan
de Pasto. En la Tabla 1 se indican las férmulas
para el calculo de los indicadores.
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N°

(o))

Férmula.
e - AVU
P¢= puT

Ec
%EC = —* 100
Et

n
1A= ) Wil
i=1

>RSA
%RSA = (RSG)*mO

PUAR = AUEP « FDP

ooy - CRAPH
° ~ Dotacion RAS
o o — CREPHI
= — %
° CREPH?2

RSD;,
%RSD = %100
it

cuspu = 222U 00
= TspUT

Tabla 1. Calculo de indicadores.

Descripcion.
AVUpc: area verde por habitante (m?)
AVU: total de areas verdes urbanas en comuna (m?)
PUT: poblacion urbana total (por comuna) (nUmero de personas)

%EC: porcentaje de estaciones que reportan concentraciones anuales de PM,,

y PMz,sr normativa vigente.

Ec: nimero de estaciones que reportan concentraciones anuales de PM,,
normativa vigente.

Et: total de estaciones monitoreando PM, y PM, ; en el periodo de tiempo (t)
del area de cada una de las comunas.

ICA].’t: indice de calidad el agua para una determinada corriente superficial en
la estacion de monitoreo j, en el tiempo t.

W,: peso o ponderador asignado a cada variable de calidad i.

Lt subindice de calidad de la variable i, de acuerdo con las curvas funcionales
0 ecuaciones correspondientes, en la estacion de monitoreo j, en el tiempo t.
RSG (Ton) = RS dispuestos (Ton) + RS aprovechados (Ton)

RSA: RS Aprovechados (Ton)

PUAR: poblacion urbana expuesta a ruido ambiental por encima del valor de
referencia (65 dB)

AUEP: area de las zonas en las cuales se determiné incumplimiento del valor
de referencia del nivel equivalente dia noche de 65dB(A), en kildbmetros
cuadrados. (Km2)

FDP: factor de densidad poblacional.

% DNM: Porcentaje de consumo de agua con relacion a la dotacién neta
maxima establecida en el RAS

CRAPH: consumo residencial de agua por habitante [I/hab-dia]

Dotacion RAS: dotacion neta maxima establecida en el RAS segun nivel de
complejidad y clima [I/hab-dia]

%CE: porcentaje de consumo residencial.

CREPH1: consumo residencial de energia por habitante (Kwh/ habitante/ afio)
(Afio de reporte ICAU)

CREPH2: consumo residencial de energia por habitante (Kwh/ habitante/ afio)
(Afio reporte ICAU anterior)

% RSD: porcentaje de residuos solidos generados en el area urbana y que
son dispuestos adecuadamente

RSDjt: cantidad de RS dispuestos adecuadamente (Ton)

RGjt: cantidad de RS generados (RS dispuestos + RS aprovechados) (Ton)
CUSPU: porcentaje del suelo de proteccion urbano con conflictos de uso del
suelo (%).

SPUCU: superficie del suelo de proteccidon urbano con conflictos de uso del
suelo (Ha).

SPUT: superficie del Suelo de proteccion urbano (Ha).

Fuente: Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (2016),
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A continuacién, se describe la metodologia de
cada indicador de calidad ambiental urbana:

Superficie de area verde por habitante:
para obtener la cuantificacion de la superficie
de area verde por habitante, se tomé como
base el plano N.°© EE2 - Tratamientos Urba-
nisticos - del plan de ordenamiento territorial
2014 -2027 (Alcaldia de Pasto, 2014) donde se
indican las zonas verdes. Se procedié a actua-
lizar la informacién mediante la rasterizacion y
digitalizacion de imagenes Landsat, y de ima-
genes capturadas con dron en sobrevuelo del
area de estudio, tal como se muestra en la
figura anexo N° 1. Con el valor de la exten-
sion de superficie de area verde se procedid
a realizar el célculo del area verde por habi-
tante a través de la ecuacién N.° 1 de la tabla
1, teniendo en cuenta la densidad poblacional
como base para el calculo.

Calidad del aire: se uso la informacién brin-
dada por CORPONARINO (S.f.) y la plataforma
gubernamental IDEAM (2018) de la estacion
de monitoreo de calidad de aire ubicada en la
Universidad Mariana. El calculo del indicador
de calidad de aire se realizd6 con base en la
evaluacién de PM10 de los afos 2017 y 2018.
Se realizd el calculo de calidad de aire con
base en la ecuacion N° 2 de la tabla 1.

Calidad del agua superficial: para obtener
este indicador se us6 la informacién contenida
en el Plan de Ordenamiento del Cauce Principal
del Rio Pasto (CORPONARINO, 2011). Especi-
ficamente las caracterizaciones fisicoquimicas
de los tramos antes de la Quebrada Dolores y el
tramo Bocatoma Centenario, como se indica en
la figura Anexo N° 2. La calidad de agua super-
ficial se baso de los parametros: soélidos sus-
pendidos totales, pH, oxigeno disuelto, deman-
da quimica de oxigeno, nitrégeno total y fésforo
total. Se obtuvo la calidad de agua superficial a
través de la ecuacion N° 3 de la tabla 1.
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Porcentaje de areas protegidas: se le so-
licitd informacion a la Alcaldia Municipal de
Pasto y el andlisis de areas protegidas decla-
radas para el municipio de San Juan de Pasto
mediante las resoluciones: Res. 205 de agos-
to 22/2003, Res. 129 de noviembre 12/2014,
Res. 163 de diciembre 6/2006, Acuerdo 5 de
febrero 24/1971, Res. 009 de mayo 19/1943
y Res. 052 de marzo 22/1985 segun el PGAR
2016 - 2036 (CORPONARINO, 2016). Se com-
paré si las areas protegidas se encuentran en
solapamiento con la comuna 3.

Porcentaje de residuos sédlidos aprove-
chados: se revisé y recopild informacion del
Plan de Gestidén Integral de Residuos Sélidos
2015 - 2027 de la Alcaldia Municipal de Pasto.
El calculo del indicador se realizd con base a
proyecciones del PGIRS para el afio 2019 en
valores de residuos sdlidos y residuos sélidos
aprovechados. Dicho calculo se obtuvo gracias
a la aplicacion de la ecuacion N° 4 de la tabla 1.

Porcentaje de poblacion urbana expuesta
a ruido por encima del nivel de referen-
cia: para el cdlculo de este indicador, se tomé
como base el mapa de ruido ambiental para el
area urbana del Municipio de Pasto, contenido
en el informe de gestion de la vigencia 2014
(CORPONARINO, 2015) el cual se digitalizd y se
intersecé con la comuna 3 como se indica en la
Figura Anexo N.0 3. Posteriormente se calculd
el drea que presenta niveles de ruido superior
a 65 dB y teniendo en cuenta la densidad po-
blacional se encontré el nUmero de personas
que se ve afectada por ruido por encima del
nivel de referencia. Este calculo se realizé con
base en la ecuacion N° 5 de la tabla 1.

Porcentaje de poblacion vinculada a es-
trategias de educacion ambiental en
areas urbanas y Porcentaje de poblacion
que participa en gestion ambiental urba-
na: para el calculo de estos indicadores, fue
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necesario encuestar a 268 personas de la co-
muna 3, que representan una muestra signi-
ficativa con un margen de error del 5,79% vy

un nivel de confianza equivalente al 94,31%,
calculados con base en la ecuacion [10] Sur-
veymonkey (S.f.):

z* xp(1 —p)

ez

Tamaio de muestra =

LA

Donde:

Z: Puntuacion del nivel de confianza deseado
N: Tamano de la poblacion

e: Margen de error

P: poblacion caracteristica del estudio

Posterior a esto, se organizaron los resultados
en una tabla de Excel y se hizo el calculo de
los porcentajes.

Porcentaje de poblacion urbana localiza-
da en zonas de amenaza alta: para el cal-
culo de este indicador, fue necesario el anali-
sis del mapa de amenazas por fendmenos de
origen natural y socio natural generado por
el Servicio Geoldgico Colombiano (2015). Se
realizé un traslape de la comuna tres con el
area de amenaza volcanica alta, para eviden-
ciar la existencia de dreas de amenaza alta en
la comuna 3, tal como se indica en la Figura
Anexo N.° 4,

Consumo residencial de agua y energia
por habitante: para el calculo de estos in-
dicadores fue necesario revisar y extraer in-
formacién del Informe Nacional de Calidad
Ambiental Urbana (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2016) y posteriormente
se realizd la actualizacién de valores con base
en el Informe de Gestién 2019 generado por
la empresa CEDENAR S.A. E.S.P (2019). Para
el calculo de estos indicadores fue necesario
aplicar las formulas N° 6 y 7 de la tabla 1.

[ Ecuacion 10]

zZxp(1— p))

eZN

Porcentaje de residuos sédlidos dispues-
tos adecuadamente: EMAS S.A. E.S.P (2018)
dio lugar al calculo del porcentaje de residuos
sOlidos dispuestos adecuadamente a través
del Informe de Gestidon de EMAS Pasto 2019.
Calculado a partir de la Ecuacion N° 8 de la
tabla 1.

Porcentaje de suelos de proteccion urba-
nos: se realizé la digitalizacion de los suelos
de proteccion urbanos con base en el plano
EE7 - Planes Parciales, contenido en el POT
del municipio de Pasto (Alcaldia Municipal de
Pasto, 2014), que contenia la informacion de
las areas urbanas con clasificacidon de suelos
de proteccién. Esta informacion se interseco
con la comuna 3, dando lugar a la observacién
del area que presenta suelos de proteccion
urbana y logrando cuantificar el porcentaje
de suelos de proteccion urbanos, tal como se
muestra en la Figura Anexo N° 5. Dicho por-
centaje se calculd con base en la ecuacién N©
9 de la tabla 1.

Espacio publico efectivo por habitante: el
calculo de este indicador se logra a partir de
revision bibliografica en la biblioteca Alberto
Quijano Guerrero de la Universidad de Nari-
fio, del trabajo de grado (tesis de pregrado)
titulada: Identificacion de areas optimas para
cubrir el déficit de espacio publico en las co-
munas 3,4 y 5 de la ciudad de San Juan de
Pasto (Montenegro y Delgado, 2015).
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Estimacion del indice de calidad ambien-
tal urbana (ICAU): para estimar el indice
de Calidad Ambiental Urbana, el Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2016
establece que el grupo de indicadores direc-
tos debe tener un mayor peso en la definicion
del resultado final del ICAU, por lo cual cuen-
ta con una participacion del 70% vy el 30%,
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lo representa el grupo de indicadores indi-
rectos. Al interior de cada grupo de indica-
dores, directos e indirectos, se debe otorgar
el mismo porcentaje de participacion a cada
uno de los indicadores que lo conforman, por
lo cual el valor del grupo se establecid utili-
zando las formulas 11 y 12 establecidas en
la tabla 2.

Tabla 2. Estimacion del indice de calidad ambiental urbana.

Ecuaciones 11y 12

70
FD = Z VoI
v * # de indicadores del grupo

30
FI = Z VoI
v * # de indicadores del grupo

ICAU = VFD + VFI

[ Ecuacion 11]

[ Ecuacion 12]

Descripcién Fuente.
Valor final del grupo
de indicadores
directos. Ministerio
Valor final del grupo ~ d& ambiente
de indicadores y desarrollo
indirectos sostenible

(2016)

Indice de Calidad
Ambiental Urbana.

Fuente: adaptada de: Indice de calidad ambiental urbana -
2016 (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2016)

Una vez obtenidos los valores finales (VF) de
cada grupo de indicadores (directos e indi-
rectos), se realiza la suma de los dos valores,
cuyo resultado es el valor final del indice de
calidad ambiental (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2016).

Para su interpretacion, el resultado obtenido
se debe clasificar en uno de los cinco (5) ran-
gos definidos en la tabla 3, donde cada uno
de ellos indica un nivel de calidad ambiental
urbana.

Tabla 3. Ponderacion de valores y definiciones para resultado final de ICAU.

Calidad Ambiental Urbana

Muy Baja

Baja

Media

Alta

Muy Alta

Puntaje

40,1 a 60 puntos

60,1 a 80 puntos

Fuente: indice de calidad ambiental urbana, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 2016
(Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2016).
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Matriz de priorizacion multicriterio

La formulacion de las estrategias para mejorar
la calidad de los indicadores ambientales se
realizé a través de una matriz de priorizacién
multicriterio, por el método de suma pondera-
da propuesta por Aznar y Guijarro (2012). La
suma ponderada permite ponderar una serie
de alternativas en funciéon de un grupo de cri-
terios, donde se tiene el valor normalizado, Xij,
de las variables para cada alternativa y el peso
o ponderacion de cada variable, W,. Tal como

se muestra en la ecuacion [13].

n
W, = z(wj * x;;) [Ecuacion 13]

j=1

Siendo:

W,: ponderacién final obtenida de cada alter-
nativa

W;: peso de cada variable obtenido por la pon-
deracion

X;: valor de cada variable para cada alternativa.

Para esta investigacién se establecieron los
siguientes criterios: impacto ambiental, al-
cance, viabilidad, criterio financiero y priori-
dad. Estos criterios se seleccionaron a partir
del estudio, analisis y retroalimentacion entre
los investigadores y habitantes de la comu-
na tres. Dichos criterios se valoran para cada
alternativa de cero a diez y se realiza la ob-
tencién del peso de cada variable a través del

método CRITIC de Diakoulaki, Mavrotas y Pa-
payannakis (1995). El valor de la calificaciéon
para cada alternativa estara relacionado con
el nivel de priorizacién.

Planteamiento de estrategias

La formulacion de estrategias ambientales se
llevé a cabo a través del analisis, planteamien-
to y discusién de medidas de proteccion am-
biental que tengan como propdsito contribuir
al mejoramiento de la calidad ambiental. El
modelo de proceso estratégico enfatizo el ca-
racter emergente e innovador de la estrategia,
asi como su caracter eminentemente organi-
zativo. Se plantearon estrategias que mejora-
ran la calidad ambiental, las cuales tuvieran
referencias nacionales e internacionales y que
logren discutir asertivamente los resultados
de dichas estrategias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Calificacion de los indicadores de calidad
ambiental urbana

El analisis de la cartografia, la generacion de
los valores de area de cobertura vegetal, la
recopilacién de informacion en campo y de-
mas aplicaciones de las ciencias ambientales
dan lugar al célculo de los indicadores de ca-
lidad ambiental urbana, mediante la metodo-
logia descrita por el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2016. Se logré compi-
lar la informacion en la tabla 4, tal como se
indica a continuacién:
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Tabla 4. Resultados ICAU - Comuna 3 del Municipio de Pasto.

Indicador

O - Oom X» = ©

O - om X = U Z2 =

Superficie de area verde por
habitante

Calidad del aire

Calidad del agua superficial

Porcentaje de areas protegidas

Porcentaje de residuos sélidos
aprovechados

Porcentaje de poblacidén urbana
expuesta a ruido por encima del
nivel de referencia

Porcentaje de poblacién que
participa en gestion ambiental
urbana

Porcentaje de poblacién
vinculada a estrategias de
educacion ambiental en areas
urbanas

Porcentaje de poblacion urbana
localizada en zonas de amenaza
alta

Consumo residencial de agua por
habitante

Consumo residencial de energia
por habitante

Porcentaje de residuos sélidos
dispuestos adecuadamente

Porcentaje de suelos de
proteccion urbanos

Espacio publico efectivo por
habitante

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogotd - Colombia, Vol. 12 No. 1: 113 - 132, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453

Calificacién con Clasificacién
base en el ICAU

0,5 Medio
1 Muy alto
0,5 Medio
0 Muy bajo
0,8 Alto

0 Muy bajo
0,3 Bajo
0,3 Bajo

1 Muy alto
1 Muy alto
0 Muy bajo
0 Muy bajo
1 Muy alto
0 Muy bajo

Fuente: Autores

Fuente.

Este estudio, 2019. Apoyado con
Datos POT, Alcaldia de Pasto (2014)

CORPONARINO (S.F), IDEAM (2018)

CORPONARINO (2011) PORH Rio
Pasto.

Acuerdo Municipal N° 041 del 29 de
noviembre del 2010

CORPONARINO (2015) Plan de
gestion integral de residuos sélidos
Pasto 2015 - 2027.

Este estudio, 2019. Apoyado con
Datos de CORPONARINO (2013)

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio, 2019. Apoyado
con Datos de Servicio geoldgico
colombiano (2015)

Informe Nacional de Calidad
Ambiental Urbana - Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible.
(2016).

Informe de gestion CEDENAR S.A.
E.S.P 2019, CEDENAR (2019),
Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible. (2016).

Informe de gestion 2019 EMAS S.A.
E.S.P, CEDENAR (2019).

Este estudio, 2019. Apoyado con
Datos POT - 2014- 2027 (Alcaldia
de Pasto, 2014)

Identificacion de areas 6ptimas
para cubrir el déficit de espacio
publico en las comunas 3,4y 5
dela ciudad de San Juan de Pasto
(Montenegro y Delgado, 2015)
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La investigacidon logré calcular 9 indicadores
directos y 5 indicadores indirectos, tal como lo
sugiere el Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible en 2016, asumiendo un nivel mode-
rado de confiabilidad, basado en la consecucién
de la totalidad de los indicadores ambientales
urbanos; sin embargo, se evidenciaron com-
plicaciones para el logro de los indicadores,
debido a que alguna informacién no se clasifi-
ca a nivel estratégico de comuna. Asimismo, el
Informe Nacional de Calidad Ambiental Urba-
na (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sos-
tenible, 2016), para el nivel de complejidad de
urbes con poblacién entre 100.000 y 500.000
habitantes evidencia que los resultados no re-
portaron el 100% de indicadores propuestos.
Lo anterior, debido a la ausencia de fuentes de
informacioén, informacion no confiable o que no
fue posible validar, asi como la falta de accio-
nes para recoger la informacién que permita
medir temas estratégicos de la gestion am-
biental de las areas urbanas.

Liévano y Giraldo (2017), en su estudio de
calidad ambiental en la localidad de Kenne-
dy, Bogota, lograron identificar 13 de los 16
indicadores que propone el Ministerio de Am-
biente y Desarrollo Sostenible, 2016 a tra-
vés de la lista de chequeo. Se evidencid una

falencia en la consecucién de la informacién
ya que no se logra adquirir informacion del
100% de los indicadores propuestos. Esta
investigacion logra la consecucién de la to-
talidad de los indicadores. Sin embargo, la
calidad del aire y consumo residencial de
agua y energia por habitante se calculan con
informacioén de la ciudad de San Juan de Pas-
to, esto debido a la complejidad del logro de
la informacion a nivel comunal.

Escobar (2006) infiere que los indicadores de
calidad ambiental estan correlacionados espa-
cialmente. Sin embargo, los resultados de la
calificacion de los indicadores ambientales di-
rectos e indirectos de la comuna tres son muy
variables. De ello se puede sefialar que existen
problematicas ambientales en las que se debe
hacer énfasis para lograr una calidad ambien-
tal idealizada.

Estimacion de la calidad ambiental en la
zona de estudio

La obtencidn de los indicadores de calidad am-
biental da lugar a una estimacion cuantitativa
del indice de calidad ambiental.

Valor final del grupo de indicadores directos,
ecuacion 14:

70
vFD=(0,5+1+0,5+0+0,8+0,3+0,3+1) * ?[14]

vFD = 38,5

Valor final del grupo de indicadores indirectos,
ecuacion 15:

30
VFI=(1+0+0+1+0)+—[15]
vFI = 12

La estimaciéon de la calidad ambiental urbana

de la comuna tres de la cuidad de Pasto con-
templa la incorporacion de indicadores direc-
tos e indirectos, los cuales estan ponderados
como se indicé anteriormente. Para estimar el
ICAU se realizé la suma de los valores finales
en los indicadores directos e indirectos. A con-
tinuacion, se presenta la estimacién del indice
de calidad ambiental en la ecuacion 16.
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ICAU = 38,5 + 12 [16]
ICAU = 50,5

Con base en la metodologia planteada por el
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sosteni-
ble se estimd como de nivel medio la calidad
ambiental de la comuna tres de la ciudad de
San Juan de Pasto, ya que se encuentra en
rango de 40,1 a 60 puntos. El valor obteni-
do muestra que la calidad ambiental de la
comuna tres es un componente importante
territorial urbano, prioritario para entidades
gubernamentales y que debe ser acogido por
habitantes citadinos con el fin de impulsar es-
trategias, actividades, normativas y politicas
que conlleven a mejorar la calidad ambien-
tal. Confirmando la hipdtesis de investigacion
“Existe la necesidad de formular estrategias
que permitan mejorar la calidad ambiental de
la comuna tres de San Juan de Pasto, debi-
do a que esta cuenta con indicadores bajos y
medios de calidad ambiental”.

El Informe Nacional de Calidad Ambiental Ur-
bana del 2016 generado por el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible en 2016

expresa que la ciudad de San Juan de Pas-
to tiene la mejor calidad ambiental del pais
en poblaciones entre los 100.000 y 500.000

habitantes, con una calificacion de 51,4, ubi-
candose 0,9 puntos por encima del indice de
calidad ambiental de la comuna tres (50,5) de-
terminado en este estudio. Del mismo modo,
la comuna tres supera la calificaciéon del ICAU
respecto a areas urbanas con poblacién simi-
lar en ciudades como Popayan (15,5), Armenia
(39,7), entre otros (Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2016). Segun Escobar
(2006), la distribucidon espacial de la calidad
ambiental por comunas muestra una relacion
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indirecta con la centralidad de la ciudad, sien-
do las areas periurbanas las que poseen mejor
calidad ambiental, lo anterior se confirma en
esta investigacion, identificando resultados de
calidad media, teniendo en cuenta que la co-
muna tres de la ciudad de Pasto se encuentra
ubicada en zona periférica.

Para elaborar el ICAU, el Ministerio de Ambien-
te y Desarrollo Sostenible, 2016 considero sis-
temas existentes de indicadores ambientales e
iniciativas internacionales y locales. Entre los
antecedentes mas importantes estd el Indice
de Calidad Ambiental Urbana - ICA, desarro-
Ilado para el municipio de Cali por la Universi-
dad del Valle, el cual tiene como ventaja una
mayor resolucién espacial, puesto que llega al
nivel de comuna, localidad o barrio. Tal aspec-
to da claridad de lo conveniente y adecuado de
la implementacion del ICAU para la comuna 3
de San Juan de Pasto.

Alternativas que contribuyen a mejorar la
calidad ambiental urbana y previenen im-
pactos ambientales negativos.

Con el propdsito de mejorar la calidad ambien-
tal del area de estudio, esta investigacion pro-
pone estrategias en funcion del area verde por
habitante y calidad de vida del habitante, ele-
mentos importantes en el estudio, para redu-
cir los impactos de los indicadores con califica-
ciones bajas y medias, para con ello contribuir
al mejoramiento de la calidad de vida de las
personas. Segun Escobar (2006) en el proceso
de formulacion de estrategias para mejorar la
calidad ambiental, se debe priorizar la formu-
laciéon de estrategias ambientales que impac-
ten de forma diferencial las distintas zonas de
la ciudad. A continuacion, en la tabla N° 5, se
muestran las estrategias relacionadas con los
indicadores de baja y media calificacion.
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Tabla 5. Estrategias para mejorar los indicadores con baja calificacion

Indicadores con baja calificacion Estrategias

Superficie de area verde .

. Sistema de terrazas verdes modulares
por habitante.
Calidad del agua superficial Parque lineal Rio Pasto

Porcentaje de areas protegidas Parque ecoldgico

Porcentaje de poblacion urbana
expuesta a ruido por encima del Movilidad sostenible: Sistema publico de Bicicletas.
nivel de referencia

Porcentaje de poblacién que
participa en gestion ambiental

urbana y porcentaje de poblacion Adecuacion, ornamentacion y preservacion de areas
vinculada a estrategias de verdes comunitarias.

educacién ambiental en areas

urbanas

Consumo residencial de energia Campafias de concienciacion referentes al gasto

por habitante energético y uso de energias renovables

Espacio publico efectivo Regeneracion urbana - Demoliendo autopistas

por habitante y construyendo parques.

Fuente: Autores

Con el fin de formular la estrategia mas id6- través de una matriz de priorizacién con me-
nea para el mejoramiento de los indicadores todologia de suma ponderada, tal como se
de calidad ambiental de la comuna tres, se indica a continuacién en la Tabla 6.

realizé una priorizacion de las alternativas a
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Tabla 6. Matriz de priorizacion.

Impacto
ambiental
Estrategias
e 8
0 m
o >
Terrazas verdes modulares 44% 7
Movilidad sostenible: Sistema publico
.. 44%% 7
de bicicletas
Campafias de concienciacion referentes
al gasto energético y uso de energias 44% 5
renovables
Adecuacion, ornamentacion y
preservacion de areas verdes con la 44% 5
comunidad
Parque lineal Rio Pasto 44% 5
Parque ecoldgico 44% 6
Regeneracion urbana /Demoliendo
g / 44% 7

autopistas y construyendo parques.

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

Alcance  vViabilidad _C"%®"°  prioridad
financiero

°
a B
£ £ = =
@ o 2 S 2 S £ s
[} © 9] S 9] © 3 =
a > o > o > o o
21% 7 19% 7 17% 7 7 1
21% 5 19% 6 17% 7 6,4 2
21% 6 19% 8 17% 7 6,1 3
21% 7 19% 7 17% 5 5,8 4
21% 3 19% 9 17% 6 5,5 5
21% 5 19% 5 17% 4 5,2 6
21% 4 19% 1 17% 1 4,2 7

Fuente: Autores.

Dentro de las estrategias propuestas por esta
investigacion, se identificaron alternativas que
estan inmersas dentro del POT Pasto 2014-
2027 (Alcaldia de Pasto, 2014), no obstante,
estas no fueron seleccionadas en la prioriza-
cién de las estrategias, de modo que no se
tuvieron en cuenta para formular estrategias
que mejoren la calificacion de los indicadores
de calidad ambiental.

Vidal et al. 2012 indican que la priorizacion es
una accién indispensable, debido a que esta-
blece la importancia y aumenta las tasas de
éxito. La matriz de priorizaciéon por suma pon-
derada indica que las estrategias que se de-
ben formular son: sistema de terrazas verdes
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modulares y movilidad sostenible (Sistema pu-
blico de Bicicletas).

Las estrategias priorizadas en esta investiga-
cion son afines al Plan de acciéon de 2038 de
Pasto (Ministerio de Hacienda y Crédito Pua-
blico. 2015), el cual aportd valiosos insumos
para la formulacién el POT Pasto 2014 — 2027.
Dentro del plan de accién se identifican temas
urgentes por desarrollar como la mitigacion al
cambio climatico y el trasporte y movilidad, te-
mas que se abordan desde las estrategias que
esta investigacion formula. Asi como como la
sinergia de las mismas estrategias con uno de
los retos propuesto por el plan de accion, el
cual estd encaminado al control del ruido.
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Estrategias de Sistemas de Techos verdes
Modulares

Asegura Osmundson en 2009, que los techos
verdes o cubiertas vegetales son cualquier es-
pacio abierto plantado, dispuesto para proveer
disfrute humano o una mejora ambiental, que
se encuentra separado del suelo por un edi-
ficio u otra estructura y que puede estar a la
misma altura o por encima del nivel del suelo.

Entre las ventajas que tienen este tipo de
techos se incluyen las siguientes: sirven
como amortiguadores de sonido, confor-
man un aislante térmico que aisla la terra-
za o balcén del calor e impiden que se ge-
nere el conocido “efecto de isla térmica”
; capturan y retardan el escurrimiento de
aguas de lluvia; traen nuevamente vegetacion
a zonas urbanas; y prolongan la vida de mate-
riales de techo y paredes (BINAS, 2014). Estos
hechos posibilitan la mejora de los indicado-
res de calidad ambiental, como la superficie
de area verde por habitante en San Juan de
Pasto, especificamente en la comuna tres.

Esta estrategia esta ligada a los temas ur-
gentes por tratar en Municipio, tal como lo
identifica el Plan de accién 2038 de Pasto (Mi-
nisterio de Hacienda y Crédito Publico. 2015),
dentro de la seccidon “Mitigacién al Cambio
Climatico”. Asimismo, la estrategia enlaza
la proteccion al medio ambiente y la cultura
narifense, esto en el aspecto de la inclusion
de especies nativas, especies ornamentales
y, especialmente, especies que formen parte
de la gastronomia narifiense, especies como
el Chamaemelum nobile, Helleborus niger Co-
riandrum sativum, Solanum betaceum, Allium
fistulosum, entre otros.

Para el sistema de techos verdes en la comuna
tres, se propone el sistema de bandeja modu-
lar, el cual cuenta con una elaboracion simple y
facilidad de instalacién. Cada maddulo estandar

contiene una jerarquia completa de sistemas
de techos verdes que incluyen: drenaje, reten-
cion de lluvia, filtracion, medios de cultivo y
plantas. El médulo estéa montado directamen-
te en el sistema de impermeabilizacion del
techo, proporcionando proteccion contra las
fluctuaciones UV y térmicas (Guerrero y Ga-
mez, 2014). Estas caracteristicas viabilizan la
estrategia en el area de estudio.

Gracias a su capacidad de retencion, los te-
chos verdes pueden causar cambios en la res-
puesta hidrolégica, tales como la reduccién del
escurrimiento superficial por retencion de par-
te del agua de lluvia (Rosatto, Moyano, Cazor-
la, Laureda, Meyer, Gamboa, Bargiela, Caso,
Villalba, Barrera, Pruzzo, Rodriguez, Oliveri
y Waslavky. 2015), hecho que afirman Villal-
ba, Ariel, Rosatto, Bienvenido, Flores-Parra,
Botta, Laureda y Perez en 2017, debido a que
los resultados de su estudio confirman que el
Carpobrutus acinaciformis puede realizar un
aporte a la disminucion de los escurrimientos
urbanos, como vegetacién por utilizar en cu-
biertas naturales para ciudades.

Gomez, Galarza-Molina, y Torres en 2017
mencionan que, la seleccién de la planta no es
Unicamente interesante desde el punto de vis-
ta paisajistico, sino que puede ser clave desde
una perspectiva ingenieril como factor de for-
mulacion, puesto que la atenuacion de volu-
menes y caudales pico en la escorrentia puede
contribuir a mitigar amenazas de inundacién o
racionalizar la infraestructura de drenaje ur-
bano en ciudades de clima tropical andino. Lo
anterior afirma la eficiencia del sistema en la
reduccion del escurrimiento superficial.

A su vez Schiappacasse, Rodriguez, Nekta-
rios, Gaete, y Maturana, en 2017 afirman que
los sistemas de techo verde modulares tie-
nen un desarrollo préspero y afianza la efi-
ciencia en la mejora paisajistica, por su parte
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Villanueva-Solis, Ranfla, y Quintanilla-Montoya
en 2013 indican que los techos verdes ofrecen
una eficacia en la reduccion de la temperatura
que puede llegar a ser hasta de 5,08 °C en
eventos de islas de calor.

Movilidad sostenible - sistema publico de
bicicletas.

Segun el Plan Maestro Metropolitano de la Bi-
cicleta del Valle de Aburra (Area Metropolitana
del Valle de Aburra, 2015) la movilidad soste-
nible implica adoptar un conjunto de politicas,
medios fisicos, normativos y operacionales que
promuevan métodos de transporte con el me-
nor costo ambiental, econédmico y social, ase-
gurando que, a través de ellos, se logre una
mejora en la calidad de vida de los habitantes
presentes y futuros del territorio metropolita-
no. El Area Metropolitana del Valle de Aburra
en 2015 en su plan maestro metropolitano de
la bicicleta, menciona que la aplicacién de esta
estrategia genera multiples beneficios, entre
ellos la reduccién de la contaminacién ambien-
tal y sonora.

Con el fin de disminuir la presién sonora produ-
cida por los sistemas de movilidad en la comuna
tres de la ciudad de San Juan de Pasto, se plan-
tea una movilidad que incorpore la bicicleta en
los sistemas de movilidad, fomentando su uso
por medio de medidas de regulacién de transi-
to, construccion y/o adecuacion de infraestruc-
tura, y creacion de servicios y equipamientos
complementarios que faciliten su uso en condi-
ciones favorables, comodas y atractivas.

El fomento del uso de la bicicleta es una de
las politicas mas empleadas para contrarres-
tar los efectos negativos del uso de automé-
viles en los grandes centros urbanos. Tema
urgente por tratar segun en el plan de accién
2038 de Pasto (Ministerio de Hacienda y Cré-
dito Publico. 2015) en la seccion transporte y
movilidad sostenible.
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En este contexto, en los Ultimos 10 anos, los
sistemas de bicicletas compartidas se han po-
pularizado en multiples ciudades del mundo
(Shaheen y Lipman, 2007). Para Romo y Gé-
mez (2013) las fuentes de ruido pueden divi-
dirse entre aquellas que, por sus altos niveles,
pueden danar el érgano auditivo y otras que,
con niveles mas bajos, pueden molestar y/o
afectar la salud psicosomatica del individuo.
Esta estrategia busca reducir los niveles de
ruido emitido por el parque automotor y, so-
bre todo, mitigar las afectaciones en la salud
producidas por el ruido, integrando los bene-
ficios a la salud que causa la incursién a una
vida deportivamente activa, aligerando la car-
ga automovilistica en la red vial y mejorando
la fluidez del trafico.

Bicicleta club de Catalunya (2009), en su Es-
tudio Sobre el Impacto de la Implantacién de
Sistemas de Bicicletas Publicas en Espafia,
concluye que el analisis de los datos obtenidos
demostro una serie de tendencias que se dan
en los sistemas de bicicletas publicas espano-
les. Por ejemplo, se constata que existen mu-
chos tipos de sistemas y que la evolucién de
los que se perciben como exitosos suele ser
hacia la automatizacién. También se ha nota-
do que no solamente las ciudades medianas y
grandes implantan con éxito estos sistemas,
sino que también las pequenas pueden im-
plantar sistemas adaptados a sus medidas que
les puedan dar buenos resultados.

4. CONCLUSIONES

La comuna tres de San Juan de Pasto tiene una
calidad ambiental media. Evidenciando una
calidad media en los indicadores de agua su-
perficial, areas verdes por habitante, porcen-
taje de poblacién expuesta a ruido por encima
del nivel de referencia, poblaciéon que participa
en gestion y educacion ambiental, consumo
residencial de energia y espacio publico efecti-
vo por habitante; y presentando buena calidad
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ambiental, con calificacion alta en la calidad de
aire, disposicion adecuada de residuos sélidos,
poblacidon urbana localizada en zonas de alta
amenaza, consumo residencial de agua y por-
centaje de suelos de proteccién urbanos.

Se formularon y priorizaron estrategias enfo-
cadas a ampliar la superficie de area verde por
habitante y reducir el porcentaje de poblacion
urbana expuesta a ruido por encima del nivel
de referencia; y a mejorar la calidad ambiental
y la prevencion ante impactos ambientales ne-
gativos de la comuna tres de la ciudad de San
Juan de Pasto, esto a razon de la multiplicidad
de los beneficios brindados por las estrategias.

La metodologia del ICAU tiene una viabilidad
moderada en la aplicacién a nivel estratégico
de comuna, ya que reconoce una o varias po-
sibilidades para la identificacién de los indica-
dores de calidad ambiental; sin embargo, se
evidenciaron problematicas en la consecucion
de informacién en este estudio y en otras re-
giones del pais. Por lo que se ve condicionado
el analisis de la informacién, debido la hetero-
geneidad de la misma. Aun cuando la calidad
ambiental estd determinada por una cantidad
amplia de indicadores, el uso de los Sistemas
de Informacién Geografica favorece y enrique-
ce el estudio del ICAU en diferentes dimensio-
nes espaciales.
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RESUMEN

Contextualizacién: El control de plagas, en-
fermedades, malezas en la produccion de fri-
jol, uno de los cultivos mas representativos a
nivel econdmico en el municipio de Sibundoy,
se caracteriza por el uso de agroquimicos. La
problematica que estos generan se debe abor-
dar desde su origen, manejo y disposicién final
de residuos post-consumo.

Vacio de investigacion: El manejo de pro-
ductos y residuos fitosanitarios en la produc-
cion agricola ha generado problemas ambien-
tales y a la salud humana a través del tiempo.
El uso, almacenamiento, tipo de productos,
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disposicion final de residuos y seguridad en la
aplicacién, realizados por los productores agri-
colas es un tema poco evaluado en la regién.
Es por ello conveniente que se estudie la si-
tuacion actual de esta problematica, que per-
mite tomar decisiones y medidas apropiadas
de manejo de este tipo de productos en los
sistemas agricolas.

Propésito del estudio: El objetivo de la in-
vestigacion fue estudiar el manejo, clasifica-
cion y recoleccion de fitosanitarios en el cul-
tivo de frijol (Phaseolus vulgaris) en Sibundoy
Putumayo Colombia.
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Metodologia: Fue descriptiva, basada en la
recoleccion de informacién primaria y secun-
daria, que permitié caracterizar diferentes as-
pectos, de manera cualitativa y cuantitativa. El
analisis se realizd en dos fases. La primera fue
la observacion directa y aplicaciéon de encues-
tas en campo, identificaciéon de la manipula-
cion, disposicion final de residuos y percepcion
del riesgo. La fase dos, incluyo la recoleccién
y clasificacion de los recipientes de agroqui-
micos empleados por los agricultores durante
6 meses, la clasificacion de los recipientes se
realizd de acuerdo a los siguientes parame-
tros: nombre comercial, componente activo y
categoria toxicoldgica. Ademas, se llevd a cabo
el pesaje de los residuos generados en esta
actividad agricola. La informacién recolecta-
da fue insumo importante para la realizacion
de un analisis de correspondencia multiple. La
investigacién diagnosticdé el manejo que los
agricultores le dan a los agrotdxicos durante
el ciclo productivo de cultivo que son 6 meses,
donde se identificd el uso inadecuado desde su
recepcion, manejo y disposicién final.

Resultados y conclusiones: Se recolectaron
554 recipientes en total, 35% corresponden a
insecticidas, 25% fungicidas, 20% herbicidas
y 18% sin identificacién. El total de agriculto-
res a quienes se les realizd la encuesta fueron
51 personas, el 43% de ellos recolectan los
envases. En el analisis de conglomerados se
obtuvo IV Cluster donde se agrupan los datos
de mayor relevancia. Finalmente se concluye
que el uso de agroquimicos respecto a su apli-
cacion y disposicion final se caracteriza por su
inadecuado manejo, en aspectos como la do-
sificacion, almacenamiento, seguridad de los
operarios, el cual amenaza el equilibrio de los
ecosistemas y la salud de los agricultores.

Palabras clave. Agrotdxico, envase, fitosani-
tario, sistema agricola, recoleccion.

ABSTRACT

Contextualization: The pests, diseases and
weeds control in the bean crop production,
is one of the most representative crop at the
economic level in the Sibundoy municipality, it
is characterized by the use of agrochemicals.
The problems that these generate must be ad-
dressed from its origin, management and final
disposal of post-consumer waste.

Knowledge gap: The phytosanitary
products and residues management in
agricultural  production has generated

environmental and human health problems
over the time. The use, storage, type of
products, residues final disposal and safety in
the application carried out by agricultural
producers, it is a little evaluated subject in
the region. Then, it is advisable to study the
current situation of this problem, which allows

taking decisions and proper handling
measures of this type of product in the
agricultural systems.

Purpose: The research objective was to study
the management, classification and collection
of phytosanitary products in the beans cultiva-
tion (Phaseolus vulgaris) in Sibundoy Putuma-
yo Colombia.

Methodology: It was descriptive, based on
the collection of primary and secondary in-
formation, which allowed the different as-
pects characterization, qualitatively and
quantitatively. The analysis was carried out
in two phases. The first one was direct ob-
servation and field surveys application,
handling identification, waste final disposal
and risk perception. The phase two included
the agrochemical containers collection and
classification used by farmers for 6 months.
The containers classification was carried out
according to the following parameters: tra-
de name, active component and toxicological
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category. In addition, it was carried out the
waste weighing generated in this agricultu-
ral activity. The information collected was
an important input for conducting a multiple
correspondence analysis. The investigation
diagnosed the handling that farmers give to
pesticides during the cultivation productive
cycle, which is 6 months, where it was iden-
tified the inappropriate use from its recep-
tion, handling and final disposal.

Results and conclusions: In total, they
were collected 554 containers, 35% corres-
pond to insecticides, 25% fungicides, 20%
herbicides and 18% without identification.
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The farmers total who were surveyed were 51
people, 43% of them collect the containers.
In the conglomerate analysis, it was obtained
Cluster IV where are grouped the most re-
levant data. Finally, it is concluded that the
agrochemicals use with respect to their appli-
cation and final disposal is characterized by
their inadequate management, in aspects
such as dosage, storage, and operator safety,
which threatens the ecosystems balance and
the farmers health.

Keywords. Agrotoxic, container, phytosani-
tary, agricultural system, harvesting.
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1. INTRODUCCION

Los agroquimicos han contribuido en gran
medida al aumento de los rendimientos en
la agricultura mediante el control de pla-
gas y enfermedades (Rekha, Naik, y Prasad,
2006). Las plagas pueden llegar a ocasionar
hasta un 45% de pérdidas de produccion
anual de alimentos (Abhilash y Singh, 2008).
Con frecuencia, el control quimico es el Unico
medio disponible y eficiente para atacar este
problema por las altas poblaciones alcanza-
das, por los artréopodos y los danos que estos
ocasionan.

Estos productos han generado problemas de
diversa indole derivados casi siempre de su
uso inadecuado. Si en un principio se consi-
deraron como la solucién de los problemas fi-
tosanitarios, actualmente la experiencia y el
mejor conocimiento de la complejidad de los
ecosistemas agricolas, han demostrado que
son un componente mas de manejo inadecua-
do de plagas Pretty y Waibel, 2005). Debido al
incremento en las dosis de agroquimicos y a
su manejo inadecuado, se presenta acumula-
cion de residuos en diversos ecosistemas, pro-
blemas en la salud humana, danos al medio
ambiente, resistencia de los insectos a insec-
ticidas y resurgencia de plagas, incremento de
plagas secundarias y disminucién de enemigos
naturales (Harris, 2000).

Otro problema que se presenta por la mala

utilizacién de fitosanitario es la falta de inocui-

dad de los productos agricolas. La exposicidon a
plaguicidas provoca una gama de problemas,

cuyos peligros varian de acuerdo con el grado

de exposicién y manejo de los agroquimicos
(Abhilash y Singh, 2008)

La agricultura desempefa un papel crucial en
la economia del municipio de Sibundoy. El frijol
predomina en la regién y es la columna verte-
bral del sistema econédmico, destacandose por
un manejo convencional en todo el proceso
productivo (Levantamiento de suelos, capaci-
dad de uso de las tierras y cobertura terrestre
escala 1:25.000).

El objetivo de la investigacidon fue realizar un
estudio del uso de fitosanitarios en el cultivo de
frijol del municipio de Sibundoy Putumayo Co-
lombia, durante el periodo del cultivo 6 meses.
Esta actividad permitid conocer la disposicion
de los envases de agroquimicos generados por
los agricultores en los sistemas agricolas eva-
luados, identificar mecanismos en el proceso
de almacenamiento y aplicacién de productos
agroquimicos, ademas caracterizar toxicoldgi-
camente los productos usados.

2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La investigacion se realizo en las veredas Villa
Fatima, Machindinoy, Tamabioy, El Ejido, Sa-
grado Corazoén de Jesus y Campo Alegre del
municipio de Sibundoy departamento del Pu-
tumayo (Figura 1), la temperatura media mul-
tianual es 16 °C, altitud de la cabecera mu-
nicipal es de 2100 m, la humedad relativa es
del 83% vy precipitacion promedio anual de
1578 mm (Corpoamazonia, 2010). El namero
de agrosistemas evaluados fue 51 que corres-
pondié al total de productores encuestados,
sin repetir predios por productor, la evaluacion
se realizd entre los meses de junio a diciem-
bre semestre donde se produce el cultivo en la
zona de estudio.
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| WEREDAS

Ho. § Vereda Campo Alegre
MNa. B Vereda Villa Fatma

Ho. 11 Vereda Machandinoy
No. 13 Vereda Tamabioy

He. 18 Vereda El Ejido

Heo. 16 Vereda Sagrado corazdn

Figura 1. Ubicacion del area de estudio en las veredas del municipio de Sibundoy.

Fuente: Plan de Gestion Ambiental Sibundoy Putumayo (2008).

Poblacion

Formada por 59 productores de cultivo de que
hacen parte de la asociacion de frijoleros de
Sibundoy (Asofris).

Muestra

Se tomd una muestra representativa de 51
productores de frijol, mediante la aplicacion de
la ecuacidon 1, expuesta por Hidalgo y Argoty
citado por ( Fernandez, 2010).

NxZ 2xpxq
n = >
d2xX(N—-1)+Zg“xXpXq

(Ecuacion 1)

Donde:

p X g = 0,25 (que corresponde a la probabili-
dad de acierto y fracaso).

e = 5% (porcentaje de error estimado) (0.05)
z = 1,96 (correspondiente a una confianza
del 95%).

N = 59 nimero de agricultores de la poblacion
n= 51 total de productores encuestados y pre-
dios evaluados.

Fases metodoldgicas
Fase 1. Se realizé observacion directa a tra-
vés de visitas a los diferentes agrosistemas,
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las cuales permitieron determinar el almace-
namiento de los agroquimicos, sefalizacion
y equipos usados para la aplicacién, de igual
manera en esta fase se realizaron encuestas a
los agricultores (Figura 2), donde se evaluaron
5 variables:

¢ Uso de fitosanitarios: productos mas
utilizados, frecuencia, dosis, criterio de
aplicacién y asistencia técnica.

¢ Cultivos sembrados: drea, plagas mas
frecuentes y alternativas de control.

e Aspecto socioecondmico del agri-
cultor: edad, género, tenencia de tierra
y hectareas cultivadas.

e Condiciones de aplicacion segura:
persona responsable de las aplicaciones,
lugar de la mezcla, equipo de proteccion,
lectura de etiquetas, conocimiento del
nivel de toxicidad, manejo de envases
vacios y sobrantes de productos y man-
tenimiento de equipo de proteccion.

e Condiciones ambientales y percep-
cion del riesgo: Usos de fuentes de
agua, cambios existentes en los recur-
sos naturales, conocimiento de sintomas
de intoxicacion.
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Figura 2. Visita a los sistemas de produccion y aplicacion de encuestas a los agricultores. A y B. Aplicacion
de encuestas a los agricultores C y D. Visitas a sistemas agricolas.

Fuente: autores

Fase 2. Se realiz6 jornadas de recolecciéon ingrediente activo, tipo de formulacion y ca-
y clasificacion de envases y bolsas vacias de tegoria toxicoldgica, también se llevo a cabo
agroquimicos utilizados por los agricultores, el pesaje de estos el cual permitid conocer
durante un periodo de seis meses, (Figura 3) la cantidad en kilogramos de residuos que se
teniendo en cuenta el tipo, nombre comercial, generan (Figura 4).

Figura 3. Recoleccion y clasificacion de envases y papeletas vacias. A. Identificacion de agroquimicos y pape-
letas B. Recoleccion de agroquimicos C. Clasificaciéon de agroquimicos.

Fuente: autores
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Figura 4. Pesaje de residuos de agroquimicos

en los sistemas agricolas. A y B. Pesaje de envases
de agroquimicos y papeletas vacios
C. Pesaje de papeletas vacias.

Fuente: autores

Analisis estadistico

La informacion obtenida en las encuestas
fue sometida a un analisis multivariado de
correspondencia multiple Systeme Portable
pour I’Analyse de Données (software usado
fue SPAD V 5.0), el cual permite implementar
una estrategia de analisis adecuada al trata-
miento exploratorio multivariante de grandes
tablas de datos. El analisis correspondencia
es un modelo aleatorio, ya que el investigador
no tiene control experimental sobre los indi-
viduos. El trabajo es eminentemente de tipo
descriptivo y el andlisis estadistico que se
realiza para casos como éste, es un analisis
multivariado y que por tratarse de variables
categoricas (no cuantitativas), se utilizé una
técnica multivariada factorial, el ACM (analisis
de correspondencias multiples), que permite
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analizar las relaciones entre las categorias de
variables cualitativas a partir de una mues-
tra de n individuos, es una técnica estadistica
multivariante que busca agrupar elementos
(o variables) tratando de lograr la maxima
homogeneidad en cada grupo y la mayor di-
ferencia entre los grupos. Uno de los objetivos
de la investigacion, se basoé en la aplicacion
de encuestas realizadas a diferentes agricul-
tores en veredas del municipio de Sibundoy
y por tanto su analisis corresponde a un mo-
delo aleatorio, ya que el investigador no tiene
control experimental sobre los individuos.

Se realizé un analisis de conglomerados que
permitié establecer los principales factores
y el porcentaje de participacién que tienen
cada una de las variables evaluadas, facili-
tando realizar las correlaciones mas perti-
nentes dentro de las preguntas planteadas
en la encuesta.

Para visualizar mejor los resultados del anali-
sis de conglomerados, con relacién a las pre-
guntas planteadas en la encuesta, se elaboro
un dendograma. Esta una herramienta visual
gue puede ayudar a determinar el nimero de
grupos que podrian representar mejor la es-
tructura de los datos teniendo en cuenta la
forma en que se van anidando los cluster y la
medida de similitud a la cual lo hacen.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Pesaje de residuos

De acuerdo con los datos obtenidos (Tabla 1)
en la recoleccion y clasificacion de los residuos
de agroquimicos usados en el cultivo de frijol,
se recolectaron los siguientes.
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Tabla 1. Productos identificados en la recoleccion

y clasificacidn de residuos de agroquimicos

PRODUCTO TOTAL ENVASES % USOS EN LA ZONA PESO kg % PESO
Insecticidas 196 35,38 % 27,2 35%
Fungicidas 140 25,27 % 19,7 25%
Herbicidas 115 20,76 % 16,3 21%
Sin etiqueta 103 18,59 % 14,5 19%
TOTAL 554 100 % 77,7 100%

Fuente: Autores

Caracterizacion toxicologica

Tabla 2. Ingredientes activos de insecticidas usados

con mayor frecuencia en el cultivo de frijol

INSECTICIDAS
INGREDIENTE N° % P P
ACTIVO NOMBRE COMERCIAL ENVASES Uso CATEGORIA TOXICOLOGICA
Clorpirifos etil Lorsban 31 15,81 III Medianamente Toxico
Cipermetrina Cipertox 27 13,77 1II Medianamente Tdxico
Profenofos Curacron 24 12,24 III Medianamente Toxico
Chlorpyrifos Pyrinex 21 10,71  III Medianamente Toxico
Imidacloprid Invicto 18 9,18 I1I Medianamente Toxico
Landacialotrina Cihalotrina 16 8,16 III Medianamente Toxico
Lufenuron Match 16 8,16  III Medianamente Toxico
Abacmetina Abamec 14 7,14 III Medianamente Toxico
Fipronil Bemol 11 5,61 I1I Medianamente Toxico
Diflubenzoron Dimilin 9 4,59 IV Ligeramente Toxico
Clorpirifos Agromil 9 4,59  III Medianamente Tdéxico

Fuente: Autores, ficha técnica productos.

La totalidad de los agricultores de frijol utiliza
en un 35.38% insecticidas en su paquete de
insumos. Los productores aplican 11 ingredien-
tes activos diferentes por ciclo de cultivo segtn
Tabla 2. Los insecticidas de mayor uso por cul-
tivo son clorpirifos etil con 15,81%, seguido por
la Cipermetrina con 13,77% vy Profenofos con
12,24% del total. De acuerdo con los resultados

obtenidos en la tabla 2 se puede observar que
la categoria toxicoldgica III de color azul mo-
deradamente toxica es la que predomina en el
uso los insecticidas con un 95.37%.

En este contexto, las consecuencias ambien-
tales del uso de insecticidas causan gran pre-
ocupacion. Por lo general tienen un mayor
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impacto en el medio ambiente, los insecti-
cidas se encuentran entre las herramientas
agricolas que estan mas asociadas con el
dafio ambiental. Su objetivo especifico es eli-
minar plagas de insectos y por consecuencia
puede que tenga un impacto letal o subletal

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

en organismos que no son su objetivo (por
ejemplo, recicladores de nutrientes del suelo,
polinizadores de plantas y depredadores de
plagas) y contaminar los alimentos produci-
dos para los niveles tréficos superiores (Gre-
gor J., Dominique y Ogusuku, 2008).

Tabla 3. Ingredientes activos de fungicidas usados

con mayor frecuencia en el cultivo de frijol

FUNGICIDAS

INGREDIENTE ACTIVO NOMBRE COMERCIAL N° %o CATEGORIA TOXICOLOGICA
ENVASES uso

Propineb Antracol 28 20 I1I Medianamente Toxico
Chlorothalonil Daconil 25 17,85 1V Ligeramente Toxico
Difenoconazole Score 22 15,71  III Medianamente Toxico
Carbendazim Carbendazim 18 12,85 IV Ligeramente Tdxico
Mancozeb Dithane 18 12,85 1V Ligeramente Toxico
Benomil Benomyl 16 11,42 III Medianamente Toxico
Azoxystrobin Amistar Top 13 9,28  II Altamente Toxico

Fuente: Autores, ficha técnica productos.

La Tabla 3 incluye la cantidad de fungicidas
utilizados con 7 ingredientes activos dife-
rentes, ademas en cada fumigacion realizan
mezclas con un rango entre 11 a 26 veces en
un ciclo de produccion que dura aproximada-
mente 6 meses, esto depende de las condi-
ciones ambientales, el manejo agronémico y
el precio de demanda en el momento cercano
a la cosecha.

Los fungicidas son compuestos que se utili-
zan para prevenir, mitigar, repeler o con-
trolar alguna enfermedad en los culti-
vos. La principal fuente de contaminacién al
ambiente por el uso de estos es el residuo
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que resulta de su aplicacion. Aunque su
aplicacion se restinga a zonas determina-
das, su dispersion es universal. Se han
encontrado restos de plaguicidas incluso en
locaciones tan remotas como la Antartida.
Cuando son liberados permanecen inal-
terados por largo tiempo en el ambiente.
Como son sustancias poco solubles en agua,
se evaporan pasando al aire o uniéndose a
las particulas del suelo, como vapor o pol-
vo. Pueden ser transportados grandes
distancias y nuevamente ser depositados a
través de lluvias sobre la tierra o aguas su-
perficiales alterando la vida de muchos orga-
nismos ( Anguiano, y otros, 2011).
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Tabla 4. Ingredientes activos de herbicidas usados

con mayor frecuencia en el cultivo.

HERBICIDAS
f::?:::IENTE NOMBRE COMERCIAL ENVI;‘:SES % USO CATEGORIA TOXICOLOGICA
Paraquat Gramoxone 28 24,34 _
Metsulfuron Methyl Metsulfuron 25 21,73 III Medianamente Toxico
Glifosato Glifosato 19 16,52 IV Ligeramente Toxico
Fomesafen Flex 16 13,91 III Medianamente Toxico
Diurom Diurex 11 9,56 III Medianamente Toxico
Clomazone 48 EC Clomazone 9 7,82 II Altamente Tdxico
24D Aminas Agrogen 7 6,08 111 Medianamente Toxico

Fuente: Autores, ficha técnica de productos.

Segun la Tabla 4 los herbicidas de mayor
uso ponderado por cultivo son principalmen-
te Paraquat con un 24,34% el cual se aplica
para desecar las plantas antes de la cosecha;
con caracteristicas de alta toxicidad segun la
banda de categoria toxicoldgica. Metsulfuron
Methyl con 22% vy Glifosato 16,52% con para
preparar el terreno antes de la siembra. Este
agroquimico afecta principalmente al recurso
suelo, alterando especialmente el componente
organico (Del Puerto, Sudrez y Estrada, 2014).

En los resultados obtenidos con respecto al in-
grediente activo se encontrdé que en la zona los
agricultores hacen uso de 25 tipos de agroqui-
micos, de los cuales 11 son de accion insectici-
da, siete de accién fungicida y herbicida Tablas
2, 3 y 4. Estos agroquimicos se clasificaron
entre las categorias toxicoldgicas definidas en
el decreto 1843 en su articulo 14, como I Ex-
tremadamente toéxico, II altamente toxico, III
medianamente toxico y IV ligeramente téxico.

Con respeto a la categoria toxicoldgica, la ma-
yoria de agroquimicos utilizados corresponde a
categoria III color azul, medianamente toxico;
las categorias II y IV tienen igual relevancia
donde la primera es altamente tdxico al cual

se le debe tener mucho cuidado respecto a la
aplicacién y dosificacion que indica un riesgo
alto y se encuentran en su mayoria en el grupo
de los insecticidas y el segundo ligeramente
toxico siendo el menos peligroso de acuerdo
a la banda de colores se identifica con el color
verde; cabe mencionar que en el grupo de los
herbicidas se encuentra el Gnico agroquimico
(Paraquat) color rojo extremadamente toxico
categoria I el cual debe reemplazarse por pro-
ductos mas seguros y que sean compatibles
con programas de manejo integrado.

Los agroquimicos se clasifican y etiquetan se-
gun su grado de toxicidad en cuatro catego-
rias: I, II, III y IV. A su vez, clasifica las fincas
segun el uso de estos insumos: de alto riesgo,
aquellas que estan al menos en Iy Il y su fre-
cuencia de aplicacion es igual o mayor a dos
por mes; como fincas de bajo uso de insumos
estan aquellas donde solamente se aplican
agroquimicos de las clases III y IV y que la
frecuencia de aplicacion no excede una al mes
(Cruz, Trejos, Ser y Giraldo, 2011).

Los agroquimicos se dispersan en el am-
biente y se convierten en contaminantes
para los sistemas bidtico (animales y plantas
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principalmente) y abiodtico (suelo, aire y agua)
amenazando su estabilidad. Las condiciones
geomorfoldgicas de los suelos y las condicio-
nes hidrogeoldgicas y meteoroldgicas de las
zonas definen la ruta que siguen los mismos
en el ambiente. La gran variedad de agroqui-
micos usados es alta y por consiguiente se
hace un mal manejo siendo aplicados en dosis
inadecuadas, lo que ha generado inestabilidad
en los recursos naturales (Guerrero, 1998).

Cuando los agroquimicos ingresan en las ca-
denas alimentarias se distribuyen a través de
ellas se concentran en cada nicho ecoldgico y
se acumulan sucesivamente hasta que alcan-
zan una concentracién letal para algun orga-
nismo constituyente de la cadena, o bien hasta
qgue llegan a niveles superiores de la red trofi-
ca (Del Puerto, Suarez y Estrada, 2014).

Anadlisis de resultados de la encuesta
Aspectos socioecondmicos de los agricul-
tores. El 100% de los agricultores pertenece
a la asociacién de frijoleros Asofris. Con res-
pecto al género de los productores el 96% son
hombres y 4% son mujeres, de los cuales el
44% de los agricultores expuestos a plaguici-
das son mayores de 40 afos, el 26% corres-
ponde a edades entre 30 y 39 afos y el 30%
se encuentran en edades entre 23 y 29 afios.
Con relacion a tenencia de tierra, el 65% de
los productores cultiva en areas arrendadas,
23% en usufructo y el 12% en areas propias,
el 53% de los productores manejan un area
entre 1 y 2 hectareas y el 47% de los produc-
tores manejan un area de 3 ha.

Condiciones de uso de agroquimicos. Las
encuestas realizadas determinaron que el
94% de los agricultores, han recibido asisten-
cia técnica por parte de entidades sobre el uso
de agroquimicos para su respectiva aplicacion.
En este sentido al ser un sistema intensivo de
producciéon se recurre de manera constante
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a plaguicidas, por lo que el adecuado cono-
cimiento de su uso y manejo es un requisi-
to basico que constituye un elemento funda-
mental para orientar y estructurar estrategias
que contribuyan a optimizar el uso de estos
compuestos, sentando las bases para futuros
estudios de evaluacion de los efectos de estos
productos en la salud humana y los ecosiste-
mas (Ortega Martinez, y otros, 2014)

En la zona de estudio se encontré que para
el 84 % de los agricultores el tiempo donde
dejan de aplicar productos agroquimicos es de
15 dias antes de la cosecha, para algunos pro-
ductos este periodo es el adecuado. Existen
factores que presentan efectos mas importan-
tes en la estimacion de un periodo de carencia
y corresponden al tamafio de la planta al mo-
mento de aplicacién, especie, técnica y zona
agroecoldgica. La formulacién del plaguicida,
en general, no produce cambios significativos
en la estimacion del periodo de carencia, con
excepcidon de algunas formulaciones que per-
miten la liberacién controlada del ingrediente
activo (Angioni, y otros, 2011)

La disposicion final que los agricultores dan
a los envases y bolsas vacias es, la recolec-
cion de estos residuos (43%) lavado (35 %),
los queman (18 %) los entierran (4%) otros
manejos. Algunas de estas acciones estan re-
lacionadas con lo que afirma Arellano (2005)
en la que sugiere que enterrar los envases de
plaguicidas, asi como incinerarlos, es una dis-
posicién inadecuada que favorece el deterioro
ambiental en las zonas agricolas. La colocacion
y acumulacion de residuos inutiliza las tierras
para otros usos; ademas representa un ries-
go para quienes viven cerca de los vertederos
y acumulaciones de desechos, la acumulacion
indiscriminada de residuos puede convertir el
agua en no apta para el consumo humano y
el desarrollo de la vida acuadtica; la quema de
residuos de agroquimicos ocasiona deterioro
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del aire juntamente con los gases toxicos ge-
nerados por la quema de residuos (Contreras
Santos, 2008).

Condiciones de una aplicacion segura de
los agroquimicos. El 100% de los agricul-
tores realizan la aplicacion de los agroquimi-
cos. El 84% de los productores consideran
que es importante hacer uso de los elemen-
tos de proteccion personal, sin embargo Uni-
camente el 16% hace uso de estos debido a
gue no los usan porque para ellos es incomo-
do, aclaran que la asociacién a la que per-
tenecen hace dotacién completa de los ele-
mentos de proteccién personal (EPP), entre
estos estdn mascara, gafas, overol, guantes
y botas; de igual manera capacita para su
uso adecuado.

El elemento de proteccién personal es cual-
quier equipo o dispositivo destinado para ser
utilizado por el trabajador, para protegerlo de
los riesgos y aumentar su seguridad o su sa-
lud en el trabajo. Los EPP tienen como fun-
cién principal proteger diferentes partes del
cuerpo, para evitar que un trabajador tenga
contacto directo con factores de riesgo que
le pueden ocasionar una lesién o enfermedad
(Flores, 2012).

La falta de conocimiento adecuado hace que
no se haga un buen manejo de los agroquimi-
cos, mencionan ademas que para la aplicacién
se rigen por los afios de experiencia que llevan
cultivando, es decir que no hacen una lectura
de etiquetas antes de realizar la aplicacion, lle-
vando a dosificaciones excesivas e inadecua-
das, la mayoria de agricultores desconocen el
aspecto toxicoldgico, por ende no identifican la
categoria toxicoldgica y su respectivo color de
manera precisa desconociendo la informacion
que esta puede brindar.

Aseguran que se brinda informacién pertinen-
te para conocer la lectura de etiquetas, pero
gue en la mayoria de las veces no las toman
en cuenta debido a que prefieren usar los in-
sumos de acuerdo con la conveniencia del cul-
tivo. Rother (2008) citado por (Arévalo, Bacca
y Soto, 2013), afirma que es muy importante
recordar que las etiquetas de los plaguicidas
tienen un papel crucial en la proteccion de la
salud y el medio ambiente.

El 84% de los agricultores guarda el producto
sobrante en su empaque original, el sitio de
almacenamiento es la casa de habitacion, en
donde destinan cuartos separados, se encon-
tré que Unicamente el 9% de los agricultores
dispone los insumos en sus cultivos en una bo-
dega exclusivamente para almacenar produc-
tos fitosanitarios.

Durante las visitas en campo se observé que
en ocasiones se utilizan los mismos lugares de
almacenamiento de agroquimicos para con-
sumo de alimentos, lo que aumenta el riesgo
de envenenamiento accidental para cualquiera
de los individuos expuestos. Segun (Santillan,
2017), menciona que los sitios de almacena-
miento de plaguicidas deben estar aislados de
viviendas y centros educacionales, hecho que
no se cumple con los agricultores de la zona.

Anadlisis de correspondencia multiple
(ACM)

Con el Analisis de Correspondencia Mdultiple
(ACM), segun la tabla 5, se pudo determinar
que de los 26 factores, los once (11) primeros
permiten explicar el 73.37% de la variabilidad
total, indicando que el primer factor explica
el 10.76%, el segundo el 9.23%, el tercero el
8.48%, entre los tres factores se explica el
28.47% de la variabilidad de la encuesta apli-
cada a los productores encuestados.
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Tabla 5. Valores propios de las variables cuantitativas resultantes del ACM

FACTOR VALOR PROPIO PORCENTAJE (%) PORCENTAJE ACUMULADO
1 0.2332 10.76 10.76
2 0.2001 9.23 20.00
3 0.1837 8.48 28.47
4 0.1649 7.61 36.08
5 0.1529 7.06 43.14
6 0.1365 6.30 49.45
7 0.1214 5.60 55.05
8 0.1166 5.38 60.43
9 0.0994 4.59 65.02
10 0.0914 4.22 69.23
11 0.0897 4.14 73.37

Fuente: Autores

Analisis de conglomerados de las encuestas.

Tabla 6. Analisis de conglomerados

N° de .
Grupo Encuestas Porcentaje
encuestas
1 11 41, 2, 37, 23, ,36, 29,17, 39,24, 45, 1 22%
11 18 9, 13, 18, 22, 42, 44, 3, 34, 31, 49, 20,7,27, 5, 15, 11, 51, 35, 35%
III 15 12, 16, 8, 21, 32, 38, 19, 48, 33, 4, 26, 43, 28, 40,14 29%
v 7 50, 6, 47, 25, 10, 30, 46 14%

Fuente: Autores

De acuerdo con la tabla 6, y figura 5 en el gru- 29% finalmente en el grupo IV con 7 corres-
po I se incluyen 11 encuestas que corresponde pondiente al 14% de la totalidad de sistemas
al 22%, el grupo II 18 encuestas equivalen- evaluados respectivamente.

tes al 35%, el grupo III 15 encuestas con un
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Figura 5. Dendrograma de clUster para encuestas realizadas en campo.

Fuente: Autores

Analisis de claster (grupo) jerarquico de encuestas
Claster (Grupo) I/1IV
Tabla 7. Caracterizacion de variables grupo I

Grupo N° de encuestas Encuestas Porcentaje
I 11 41, 2, 37, 23, ,36, 29,17, 39,24, 45, 1 22%

Fuente: Autores

El grupo (I), incluye 11 encuestas cercana una porque el area dedicada al cultivo es menor
de la otra y su aproximacién al origen de las a 2 hectdreas con un 72% de las personas
51 aplicadas que corresponden al 22% del to- a las que se les aplico la encuesta, ademas
tal, (Tabla 7). Este grupo esta caracterizado a la pregunta en qué lugar se almacenan los
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agroquimicos, los encuestados utilizan un es-
tante, esta practica es importante debido a
que el lugar elegido para los plaguicidas lo cual
es positivo ya que de esta manera se minimiza
el contacto que puedan tener las personas y el
medio ambiente con estos envases los cuales
poseen una alta toxicidad, no debe estar cerca
de cursos de agua, pozos y otras fuentes de
suministro de agua para uso doméstico o para
el ganado, ya que éstas podrian contaminarse
a raiz de pérdidas o derrames que se produz-
can en el almacén. Igualmente, otra variable
de gran relevancia de este grupo en cuanto a
la disposicion de los envases de residuos fue la
practica del triple lavado.

De acuerdo con (Souza y Gebler, 2013), entre
los principales determinantes del destino final
de envases vacios de plaguicidas se encuentra
el tipo de material que los constituye y su peli-
grosidad para el medio ambiente, determinada
en funcion de la posibilidad de llevar a cabo el
proceso del triple lavado o triple enjuague en

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

el momento de preparacidon de los solventes o
soluciones indicadas. Segun (Said Cometti y
Gama Alves, 2010), si estos residuos son des-
echados en el medio ambiente, pueden conta-
minar el suelo y la capa freatica.

Otro aspecto que tiene en cuenta que el
grupo I es la presencia de plagas, donde
el Boerhaavia difusa L (tostdn), es el que
predomina con 63%, al respecto (Valencia,
2018), afirma que estas especies significan
una verdadera amenaza para la produccién
agricola competitiva y sostenible, porque no
estan respondiendo al control esperado de
algunos plaguicidas quimicos por igual. En
consecuencia, hoy en dia se acepta que nin-
guna alternativa de control individual seria
suficiente para reducir la incidencia y el dafio
causado por las plagas. Por el contrario, se
requiere la combinacion e integracion de di-
ferentes medidas de control quimico.

Claster (Grupo) II/IV

Tabla 8. Caracterizacion de variables grupo II

Grupo N° de encuestas

1 18 11, 51, 35,

Encuestas Porcentaje

9, 13, 18, 22, 42, 44, 3, 34, 31, 49, 20,7 ,27, 5, 15,

35%

Fuente: Autores

El grupo (II), se encuentra conformado por 18
encuestas de los 51 agricultores evaluados y
que corresponden al 35% del total siendo este
el mas significativo segln tabla 8.

Donde se agruparon aspectos como el area de-
dicada al cultivo entre 2 a 3 hectareas, se iden-
tificd a diferencia del primer grupo este utiliza
una bodega o caseta como almacenamiento de
productos a utilizar. Ademas los agricultores
de este grupo la tenencia de tierra es propia,
en este aspecto (Padilla, Reyes, Lara, y Pérez,
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2012), afirman que los apoyos y el incremento
del precio que reciben los productores son una
distorsién al aumentar el area sembrada del
producto por arriba del equilibrio de mercado,
e indirectamente se aumenta el uso de agua,
agroquimicos y otros insumos.

La presencia de plagas en este grupo predo-
mina con un 72% haciendo referencia al Li-
riomyza trifolii (minador). Segun (Hidroponia,
2015), por la presencia de estas se disminuye
la capacidad fotosintética, siendo un aspecto
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negativo para la parte ambiental. Existen dis-
tintas formas de erradicar esta plaga, pero
principalmente los agricultores han optado por
hacer uso de agroquimicos en altas dosis, in-
crementando los impactos a los ecosistemas
donde hay diversidad de vidas de fauna y flora.

En este grupo la maleza que mas ataca al
cultivo es la Cynodon dactylon (gramilla) con
66% de los encuestados (Perrachon, 2010),
afirma que para erradicarla es necesario una
aplicacién de glifosato que tiene como objeti-
vo debilitar a la planta y a su vez acabar con
los organismos benéficos dejando como con-
secuencia un desequilibrio en la estabilidad y
fertilidad del suelo.

El fungicida mas utilizado segun al grupo (II)
es el Daconil, afirmacién que manifiestan el
78% de los encuestados, el cual segun la eti-
queta correspondiente menciona que dentro
de los riesgos ambientales esta que es alta-
mente toxico para especies acuaticas, aca-
bando de manera inmediata con la micro y
macrofauna por tal motivo se debe evitar que
el producto entre en contacto con ambientes
acuaticos. Ademds, menciona que es practi-
camente no toxico para aves y virtualmente
no toxico para abejas, pero que de una u otra
manera puede alterar su forma de vida nor-
mal en un lapso determinado.

Claster (Grupo) III/IV

Tabla 9. Caracterizacion de variables grupo III

Grupo N° de encuestas

III 15

12, 16, 8, 21, 32, 38, 19, 48, 33, 4, 26, 43, 28, 40,14

Encuestas Porcentaje

29%

Fuente: Autores

Para el grupo (III) segun tabla 9, el cual obtu-
vo 15 encuestas con 29%, el area cultivada es
mayor a 3 hectareas que corresponde al 80%
de los encuestados, los agricultores son arren-
datarios, este grupo realiza actividades de re-
coleccidn de residuos agroquimicos. Resaltando
gue a mayor nimero de hectareas cultivas sera
mas alto el uso de agroquimicos por ende los
impactos a los ecosistemas se incrementaran.

Para el 46% de las personas encuestadas la
babosa (Sarasinula plebeia), en la zona de es-
tudio estas proliferan facilmente debido a que
la humedad ambiental es alta por encima del
85% y temperaturas medias son condiciones
idoneas para su desarrollo.

Cabe mencionar que los agricultores indican
que desde que hacen la preparacion del suelo

para la siembra al eliminar las malezas tam-
bién aplican agroquimicos para acabar con la
babosa. Pues cuando hay maleza la babosa
hace mas dano. Segun (Avila, Conrado, Galeas
y Argueta, 2005), se debe usar agroquimicos
para controlar la babosa cuando la cantidad de
esta plaga lo amerita, de lo contrario al hacer
uso excesivo se puede acabar con la biodi-
versidad y su autorregulacion al igual que con
los depredadores naturales.

Frente a la presencia de enfermedades el
73% de los productores de este grupo mani-
fiestan que Pythium es la enfermedad fungo-
sa que mas ataca a los cultivos en la zona de
estudio, esta aparece y prolifera en cultivos
con alta humedad, puede mantenerse activo
durante muchos afios en el sustrato del sue-
lo una vez contaminado.
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Claster (Grupo) IV/IV
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Tabla 10. Caracterizacion de variables grupo IV

Grupo N° de encuestas

v 7

Encuestas

50, 6, 47, 25, 10, 30, 46

Porcentaje

14%

Fuente: Autores

Con respecto a las 7 encuestas que conforman
el grupo (1V) el cual corresponde al 14% del to-
tal segln tabla 10. Se encontr6 que este grupo
de agricultores quema los envases de residuos
agroquimicos, este manejo es inadecuado y
puede causar dafios ambientales a ecosistema
cercanos, segun (Diaz, Pagan, & Silva, 2017), el
destino correcto de los envases hasta un lugar
adecuado evita que estos sean tirados al aire
libre y contaminen el medio ambiente. Por lo
tanto, hay beneficios de este tipo de logistica
inversa que proporcionan una mayor preser-
vacion del medio ambiente, beneficios para la
sociedad y para las generaciones futuras, este
autor propone la logistica inversa que se aplica
o consiste en la devolucion de los envases vacios
de plaguicidas, como una contribucién al medio
ambiente, especialmente, mediante el reciclaje.

La presencia de malezas donde el 100% de
los encuetados menciona que el Polygonun ne-
palense (corazén herido) es el que ataca con
mayor frecuencia y cantidad.

El fungicida antracol es el mas utilizado en los
cultivos de este grupo esto lo manifiestan el
85% de los encuestados. Siendo estos el Unico
grupo de sustancias quimicas que se aplican
deliberadamente en el medio ambiente, con el
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objeto de controlar hongos en plantas (Pesti-
cide Action Network, 2010). Sin embargo, la
mayoria de los fungicidas no actian de mane-
ra especifica sobre el hongo objetivo, ya que
afectan simultaneamente a especies no obje-
tivo, alterando el balance ecoldgico repetidas
aplicaciones de productos fitosanitarios tienen
consecuencias ambientales, tales como la re-
duccién de la calidad del agua y del suelo, por
presencia y acumulacion de residuos, sumado
al deterioro en la calidad del aire por volatili-
zacién de sustancias activas (Viglizzo, Esteban
y Ernesto, 2010)

El lugar de almacenamiento el 85% los agri-
cultores encuestados lo realizan en su vivien-
da, los agricultores y usuarios de plaguicidas
deben tener en su finca un lugar adecuado
para guardar sus envases lavados y perfora-
dos mientras hacen la devolucién a la entidad
encargada para dicho fin.

Los cuatro grupos de la representacion se
muestran en la figura 6 la que indica la dis-
tribucidén de las 51 encuestas realizadas a los
agricultores sobre el uso y manejo de fitosa-
nitarios, se puede determinar la relacion que
existen entre las variables predominantes en
cada pregunta.
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Figura 6. Representacion grafica de las variables y preguntas evaluadas en las encuestas

sobre el uso y manejo de agroquimicos en el municipio de Sibundoy Putumayo.

Fuente: Autores

4. CONCLUSIONES

El uso de agroquimicos en la zona de estudio
responde a un valor alto con una amplia va-
riedad de 25 ingredientes activos diferentes.
Destacandose el grupo de los insecticidas con
11 ingredientes activos. Posterior a estos es-
tan los fungicidas y herbicidas a los cuales se
agrupan 7 ingredientes activos, con diferentes
categorias toxicoldgicas donde predomina la
III de color azul - moderadamente toxico.

El 43% de los agricultores con respecto a la
disposicion de los envases y papeletas de
agroquimicos vacios se hace mediante la en-
trega correspondiente a la empresa Colecta,
de los cuales el 35% realiza el triple lavado,
pero no hace la adecuada perforacion, el 17%
y 5% hacen una mala disposicion de estos
donde para el primer valor se queman y para
el segundo se entierran lo cual representa un
peligro ambiental.

Para la aplicacion de los insumos agricolas los
productores de frijol en su mayoria no hacen un

manejo adecuado respecto a las dosis ya que en
ocasiones prefieren sub dosificar a conveniencia
del cultivo, ademas algunos no utilizan elemen-
tos de proteccion personal durante el momento
de preparacion de los diferentes productos ni
mucho menos cuando hacen su aplicacion.

Los agricultores carecen de conocimientos ba-
sicos en cuanto a los efectos ambientales que
se pueden ocasionar por el manejo inadecuado
de los agroquimicos por ende el 11% menciona
que no se han presentado cambios en los re-
cursos naturales, mientras que el 88% creen
conveniente que las autoridades ambientales
deben intervenir.

RECOMENDACIONES

Generar procesos de capacitacion tedrico
practico que permitan dar a conocer a los
agricultores de la zona el uso adecuado de los
agroquimicos con el fin de minimizar los im-
pactos negativos al medio ambiente, y que a
su vez ensefe la implementacion de buenas
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practicas agricolas como factor positivo para
los aspectos del desarrollo sostenible. Imple-
mentar estrategias encaminadas a mejorar la
disposicion final de residuos de envases y pa-
peletas usados para la produccién de frijol con
el proposito de generar una cultura de cambio
frente a este aspecto.
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RESUMEN

Contextualizacién: la evaluacién de la expo-
sicidn a ruido es un componente indispensable
en los programas de prevenciéon de pérdida
auditiva para reconocer trabajadores vulnera-
bles, proponer medidas de control y/o evaluar
las medidas implementadas.

Vacio de conocimiento: en Colombia, hay
un numero limitado de trabajos que abordan
la exposicion a ruido y las medidas de control
de este.

Proposito del estudio: la exposiciéon ocu-
pacional a ruido en el area operativa de dos
microempresas de la ciudad de Neiva fue
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evaluada mediante dosimetria y sonometria.
Dichas empresas se dedican a la comerciali-
zacion de madera aglomerada empleando ma-
quinas especializadas como sierras verticales
y enchapadoras.

Metodologia: inicialmente se realizé una ca-
racterizacion de las condiciones de trabajo,
luego se realizaron las mediciones de ruido si-
guiendo la estrategia basada en la labor con-
forme la ISO 9612-2010.

Resultados y conclusiones: los niveles
de presidon sonora equivalente (73,0 y 82,4
dB (A)) encontrados a partir de sonometria
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se asemejan a los reportados en talleres de
carpinteria y fabricas de muebles. Los re-
sultados de la dosimetria revelaron que los
operarios de la sierra vertical y el de la en-
chapadora se exponen a diario a niveles de
ruido entre 88,50 y 89,9 dB (A) que sobre-
pasan el valor limite permisible (85 dB) para
un tiempo de exposicién de 8 horas, como se
estipula por la resoluciéon 1792 de 1990. Sin
embargo, los operarios de las microempre-
sas de madera aglomerada evaluados no se
encuentran sobreexpuestos a ruido gracias
a la atenuacion que brindan los protectores
auditivos utilizados.

Palabras clave: contaminacion acustica; hi-
giene industrial; industria maderera; salud
ocupacional.

ABSTRACT

Contextualization: The noise exposure as-
sessment is an essential component of hea-
ring loss prevention programs to recogni-
ze vulnerable workers, to propose control
measures and / or to evaluate the measures
implemented.

Knowlegdge gap: In Colombia, there is a li-
mited number of works that address noise ex-
posure and its assessment.

Purpose: Occupational noise exposure in the
operating area of two microenterprises in the
city of Neiva was evaluated by dosimetry and
sonometry. These companies are dedicated to
the commercialization of chipboard using spe-
cialized machines such as vertical saws and
veneers.

Methodology: Initially, a diagnosis of wor-
king conditions was made; later, noise measu-
rements were carried out following the work-
based strategy pursuant ISO 9612-2010.

Results and conclusions: The equivalent
sound pressure levels (73,0 and 82,4 dB (A))
registered by the sonometry system are si-
milar to those reported in carpentry work-
shops and furniture factories. The dosime-
try results reveal that the vertical saw and
the veneer machine operators are exposed
8 hours daily to noise levels between 88,50
and 89,9 dB (A), which exceed the permis-
sible limit value (85 dB), as stipulated by
resolution 1792 of 1990. However, the chi-
pboard microenterprise operators evalua-
ted were not overexposed to noise thanks
to the attenuation brought by the hearing
protectors used.

Keywords: Industrial hygiene; noise pollu-
tion; occupational health; wood industry
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RESUMEN GRAFICO

Empresa 1: dos operarios, una
opera la sierra vertical y otra la
| enchapadora. Empresa 2: s6lo un

Caracterizacion de las condiciones

Jornada laboral de 8h, duracion

N ‘ operario de la sierra vertical.
efectiva de 7,5h.

/ de trabajo

- Los operarios utilizan protectores
P ‘ auditivos.

Evaluacion de la exposicion

| -Cantidad de trabajo variable.
-Ruido intermitente

ocupacionalaruidoen |
microempresas de madera de
la ciudad de Neiva )

Dosimetria

™ Los operarios de |a sierra vertical y
el de la enchapadora, se exponen a
diario a niveles de ruido entre 88,5
y 89,9 dB(A), sobrepasando el
limite permisible (85 dB), para un
tiempo de exposicion de 8 horas
(Res. 1792 de 1990)

Sonometria

Los niveles de presion sonora
equivalente encontrados (73,0y
82,4 dBA), son similares a los
reportados en talleres de
carpinteriay fabricas de muebles.

1. INTRODUCCION

El ruido en el ambiente de trabajo se genera
comunmente por la operaciéon de maquinas y
herramientas. Debido a la dureza del material
que procesan, las empresas del sector ma-
derero emplean maquinas de trabajo pesado
para aserrar, cortar, picar y arreglar la made-
ra, que son fuentes de ruido. Se ha encontrado
que los niveles de ruido producidos por las sie-
rras de aserradero en operacion varian de 80
hasta 120 dB (Owoyemi et al., 2017). La nor-
matividad colombiana, en la Resolucion 1792
de 1990, se adhiere a los criterios del Instituto
Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacio-
nal (NIOSH) y de la Conferencia Americana
de Higienistas Industriales Gubernamentales
(ACGIH), al admitir un maximo de 85 dB para
una jornada de trabajo de 8 horas, ya que,
a niveles superiores a este, se incrementa la
posibilidad de pérdida de la audicion. Sin em-
bargo, la norma colombiana admite intervalos
de variacién de ruido cada 5 dB, que es menos
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protectora del trabajador que la variacién de 3
dB (Ministerio de la Proteccidn Social, 2006).

Debido a la exposicién a elevados niveles de
ruido, los trabajadores del sector industrial
son susceptibles a los efectos asociados a este
factor, como el estrés, irritabilidad, trastornos
del sueno, incremento de la presién arterial,
pérdida de la capacidad auditiva, entre otros
(Ganime et al., 2010). A nivel mundial se esti-
ma que el 16% de la pérdida auditiva incapaci-
tante en adultos se atribuye al ruido ocupacio-
nal, pero este porcentaje puede variar entre
el 7 y el 21% en las distintas regiones, sien-
do mayor en los paises en via de desarrollo
(Nelson et al., 2005). Al menos 432 millones
de adultos presentan pérdida auditiva incapa-
citante, siendo la elevada exposicién a ruido
una las causas (WHO, 2019). Precisamente,
las patologias auditivas, ocupan el segundo
lugar entre las enfermedades laborales mas
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reportadas a las ARL en Colombia, después de
las lesiones musculo-esqueléticas (MinTrabajo,
2013) y el Ministerio de Salud y Proteccién So-
cial han estimado que la prevalencia de pérdi-
da de audicién por exposicion a ruido entre la
poblacién laboralmente activa (25 a 50 anos)
es de un 14%. La prevalencia de hipoacusia
ocupacional inducida por ruido del orden del
20% y 44% en trabajadores de la madera ha
sido corroborada por autores como Sierra y
Bedoya (2016) y Robinson et al. (2015), res-
pectivamente. Ademas, en estudios realiza-
dos en trabajadores de diferentes industrias
se ha encontrado elevada asociacion entre al-
tos niveles de exposicién al ruido y riesgo de
accidentes laborales y lesiones (Picard et al.,
2008;Palmer et al., 2008), razones suficientes
para ejercer controles sobre el ruido en el am-
biente laboral.

En este sentido, las mediciones de los nive-
les de ruido son fundamentales para obtener
un diagnéstico del grado de riesgo asociado
a este factor que facilite la toma de decisio-
nes respecto a las medidas de prevencion por
adoptar para el control del ruido. Ha habido
una gran preocupacién por el ruido industrial
en el sector maderero; se han desarrollado
investigaciones en Grecia (Ntalos y Papado-
poulos, 2013), Arabia Saudi (Noweir et al.,
2014b), Nepal (Robinson et al., 2015) y Co-
lombia (Sierra y Bedoya, 2016), que coinciden
en que, en estas industrias, los niveles de rui-
do llegan a superar el limite permisible de los
85 dB. Los resultados del estudio desarrolla-
do por Sierra y Bedoya (2016), indican que el
riesgo por exposicidon a ruido en aserrios esta
entre medio y alto. No obstante, la literatura
todavia no presenta estudios que aborden la
exposicion a ruido en empresas que laboran
con madera aglomerada, que son las que mas
abundan en nuestro contexto. Ademas, au-
tores como Acero, Jaimes y Romero (2016)

refieren que el ruido es un problema de salud
publica que se presenta en el pais y que ha
sido muy poco analizado.

Por esto, el presente estudio tuvo por objeti-
vo evaluar la exposicion ocupacional a ruido en
dos microempresas de madera aglomerada de
la ciudad de Neiva, en el segundo semestre del
afio 2019. Para esto, se caracterizaron las con-
diciones laborales y operativas en las empresas,
se verificaron los niveles de sonido percibidos
por los trabajadores del area operativa median-
te dosimetria y se estimd la exposicion a ruido
por puesto de trabajo mediante sonometria.

2. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, de corte
longitudinal, en dos microempresas de ma-
dera de la ciudad de Neiva que comercializan
principalmente madera aglomerada y cuyas
operaciones incluyen el corte y enchapado de
esos materiales.

Inicialmente se llevd a cabo la caracterizacion
de las condiciones de la labor en cada empre-
sa, para conocer sus instalaciones, maquina-
ria, horario laboral, cargos, nUmero de traba-
jadores, asi como el empleo de elementos de
proteccion personal (EPP) y la existencia de
sistemas de control de ruido.

En la medicién de la exposicidon al ruido, se
aplico la estrategia de medicidon basada en la
labor, teniendo en cuenta que era muy com-
plicado discriminar por tareas ya que estas se
desarrollaban en periodos muy variables. Se
siguieron las recomendaciones de medicién
segun la ISO 9612-2010, para la dosimetria y
sonometria. Los instrumentos de medicion uti-
lizados fueron Dosimetro marca 3M, modelo
The Edge 5 y Sondmetro clase 1, marca Case-
Ila, modelo CEL-633C, ambos con certificado
de calibracién vigente.
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En cuanto al plan de medicién de la presion
sonora, segun la ISO, la duracion total mini-
ma de las mediciones con el dosimetro para
grupos inferiores a 5 personas debe ser de
5,5 horas; de este modo, con el dosimetro se
realizaron tres mediciones de 55 minutos cada
dia, por dos dias consecutivos, bajo condicio-
nes ambientales similares. Las mediciones se
efectuaron en dos trabajadores de la empresa
1 y uno de la empresa 2.

A partir de las lecturas registradas con el dosi-
metro, se calcularon pardmetros como el nivel
de presidon sonora continuo equivalente pon-
derado A, el nivel diario de exposicion al ruido
ponderado A, la dosis y el nivel de sonido per-
cibido por el trabajador que utiliza protector
auditivo.

Para calcular el nivel de presion sonora conti-
nuo equivalente ponderado A, Lp, A, eqT, n, se
utilizé la ecuacion 1:

1
Lpaeqr, = 101g (3 TN, 10(0xipdedln) g

(Ecuacion 1)

Donde:

L, 4o €S €l nivel de presion sonora continuo
equivalente ponderado A, de la medicidn n.

n: es el numero de la medicién de trabajo

N: el nimero total de las mediciones de tra-
bajo.

A partir de la ecuacion 2 se calcul6 el nivel dia-
rio de exposicién al ruido ponderado A, L
de cada trabajador:

EX, 8h/

Te
LEx 8h= Lpaeqre T 10 lg [T_O] dB (Ecuacion 2)

Donde:
L, 4ecqret €S €l nivel de presion sonora conti-
nuo equivalente ponderado A para la duracién

efectiva de la jornada laboral.
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T.: es la duracion efectiva de la jornada laboral.
T,: es la duracion de referencia, T, = 8h

La dosis promedio (D) en porcentaje, se deter-
mino a través de la ecuacién 3:

c1 . c2 Cn .
D = [H+ e M E] X 100 (Ecuacion 3)

Donde:

C: Es el tiempo real de exposicion para cada
nivel de presién sonora (NPS).

T: Es el tiempo maximo de exposicion permi-
tido para cada nivel de presion sonora (NPSI)

Para el calculo del nivel de sonido percibido
por el trabajador que utiliza protector auditi-
vo, se siguié el procedimiento indicado por la
NIOSH (Ecuaciones 4,5 y 6), citado en la GATI-
HNIR del Ministerio de proteccion social:

NRRcorregido = NRRprotector -7

(Ecuacién 4)

Correccion NIOSH = NRR orregido —
(NRRcorregido X 0125)

(Ecuacién 5)

Nivel percibido por el trabajador =
Nivel de exposiciéon — Correccion NIOSH

(Ecuacioén 6)

Para evaluar los niveles sonoros en determi-
nados momentos de la labor, se utilizo la so-
nometria. esta se realizé6 mediante barrido al-
rededor de las maquinas donde se encontraba
el trabajador, tomando tres puntos diferen-
tes. En cada punto se realizaron mediciones
de 15 minutos, dos dias diferentes, en con-
diciones ambientales similares. Con los datos
se determinaron los parametros Lp,A,eqT,n y
Ley sn- T@mMbién se quiso conocer la distribucion
de frecuencias del ruido al que estan expues-
tos los trabajadores de la empresa 1.
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Comparacion estadistica de los niveles
de presion sonora

Los resultados de las mediciones se analiza-
ron a través de medidas descriptivas como la
media y la desviacién estandar (o). Utilizando
Jamovi, se compararon los niveles de presion
sonora obtenidos por empresa. Jamovi es un
software estadistico libre de facil manejo que
cuenta con modulos de estadistica robusta,
mediacion y moderacién, calculo de poder es-
tadistico, analisis factorial confirmatorio, entre
otros (Sanchez Villena, 2019).

Para el andlisis se conformaron dos grupos, el
grupo 1 correspondia a los niveles de presién
sonora obtenidos en la empresa 1 y el grupo 2
a los niveles de presion registrados en la em-
presa 2. Las hipotesis fueron:

HO: ambos grupos presentan medias iguales y
no tienen diferencias significativas.

H1: ambos grupos presentan medias diferen-
tes y tienen diferencias significativas.

La evaluacion de la hipotesis nula (HO) se rea-
lizd por medio del test paramétrico de Welch's
que es una alternativa al Student’s cuando las
varianzas de ambos grupos son distintas. Se
utiliza para comparar las medias de una varia-
ble cuantitativa continua entre dos grupos in-
dependientes determinando si existen diferen-
cias significativas entre estas (Laguna, 2014).
Pertinente en este caso donde los niveles de
presion sonora constituyen la variable cuan-
titativa dependiente y las empresas 1 y 2 la
variable cualitativa dicotémica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las condiciones

de trabajo

Las empresas donde se realizaron las medi-
ciones de ruido cuentan con area de ventas y
area operativa dispuestas consecutivamente.

Sin embargo, en la empresa 1, el area ope-
rativa estd separada del area de ventas por
un muro de ladrillo. Por otra parte, en la em-
presa 2, solo hay una separacion parcial con
una lamina de madera y vidrio, dichas sepa-
raciones constituyen un control de ingenieria
de ruido. Se evidencio que, en el area de ope-
racion, en la empresa 1, hay dos trabajadores
permanentes que laboran ocho horas diarias
de lunes a sabado (medio dia), uno maneja la
sierra vertical (marca STRIEBIG); responsable
del corte de material y el otro la enchapadora
(marca BRANDT); una maquina que da acaba-
do a la madera aglomerada fijando una lamina
blanca. Por otro lado, en la empresa 2, solo
hay un trabajador que opera la sierra vertical
de la misma marca.

La jornada laboral de ese personal compren-
de actividades como la recepcién y organiza-
cién de materiales, planificacion del trabajo,
el corte o enchapado de materiales y dos
descansos al dia de quince minutos. Como
su trabajo empieza aproximadamente media
hora después de encender las maquinas, se
considerd una duracion efectiva de la jornada
laboral de 7,5 h.

El ruido en esos ambientes laborales es inter-
mitente debido a que la actividad de corte o
enchapado de madera aglomerada es variable,
depende de la cantidad de trabajo que resulta
en el dia. Se observo que los trabajadores uti-
lizan elementos de proteccion auditiva. En la
empresa 1, cuentan con protectores tipo copa
FONO SAMURAI STEELPRO SNR 27 DB ISP, de
la marca Steelpro Safety, que tienen un nivel
de reduccién de ruido (NRR) de 23 dB. Por otra
parte, el trabajador de la empresa 2 utiliza un
protector FONO PELTOR H10/OPTIME 105, tipo
copa de la marca 3M, cuyo NRR es de 30 dB.
Ambos protectores son certificados bajo la
norma ANSI S3.19.
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Niveles de ruido ocupacional

Al evaluar la exposicion personal a ruido segin
la labor, se comprobd que los operarios de la
sierra vertical (Tabla 1) reciben aproximada-
mente un nivel diario de exposicién al ruido
ponderado A, L., o de 89,1 dBy 89,9 dB, con
una incertidumbre expandida (UL, 4,) asocia-
dade 3,0 dB y 3,3 dB respectivamente, para
una probabilidad de cobertura unilateral del
95% (k=1,65). Por otra parte, el operario de la
enchapadora se somete diariamente a un nivel
de ruido ponderado A de 88,50 dB, con una
incertidumbre expandida asociada de 3,3 dB.
Esos niveles de ruido superan el valor limite
permisible de 85 dB para una jornada de 8 ho-
ras, dispuesto por la resoluciéon 1792 de 1990.
De acuerdo con la misma resolucion, para
los niveles sonoros hallados, corresponden

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

tiempos maximos de exposicion de 4 a 5 ho-
ras, tomando como referencia una exposicion
al 50% de la dosis (80 dB). Ademas, conforme
la GATI-HNIR, los trabajadores de esas em-
presas se clasifican en "Muy alta exposicion”,
por estar expuestos a dosis superiores a 85
dB(A), lo cual requiere que se sometan a eva-
luaciones médicas continuas.

No obstante, gracias al empleo continuo de
protectores auditivos, los niveles de ruido per-
cibidos por dichos trabajadores son menores
de 85 dB, como se observa en la tabla 1, ga-
rantizando la exposicion a dosis inferiores a
50%. Sin embargo, el control de ruido en el
trabajador debe ser la Gltima medida a adop-
tar, primero deben considerarse los controles
en la fuente y en el medio (NIOSH, 1998).

Tabla 1. Niveles de ruido percibido por los operarios

Niveles de presion
sonora (dBA)

Lp, A, Lp, A, Lp A

Maquina eqT, 1 eqT, 2 eqT, 3 Media
Empresa . ) 89,6 89,3 88,9 89,3
Sierra vertical
1 89,1 89,2 899 894
Empresa . ) 86,9 89,9 88,9 88,6
Sierra vertical
2 90,6 91,8 91,5 91,3
E 87 88,1 89,3 88,1
mpresa Enchapadora
1 86,8 90,2 90,1 89,0
Fuente:

Los resultados de la evaluacion sonora por
puesto de trabajo en el area operativa (Ta-
bla 2), exhiben que los niveles de ruido diario
(Lex gn) €Stan por debajo del limite permisible
de exposicion, ya que oscilan entre 73,0 dB y
82,4 dB. El L, 4, en la enchapadora fue mayor
que en la sierra vertical porque se presentd
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. Nivel de
Nivelde ., 0 osicion - .
presion S5 Dosis Nivel
o sonora diario (sin de ruido
equivalente L proteccion) percibido
(Lp, A, eqT) P
A (LEX, 8h)
0,4
89,3 dB 89,1 dB 171% 77,1 dB
0,4
1,5
90,2 dB 89,9 dB 194% 72,7 dB
0,6
1,2
88,79 dB 88,5 158% 76,5 dB
1,9
Autores

la condiciéon de que ambas maquinas operaron
simultaneamente.

Posiblemente, los niveles de L., 4, obtenidos
a partir de las mediciones con el sonédmetro
fueron inferiores a los registrados con el dosi-
metro porque este Ultimo integra, en un solo
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valor (dosis), la magnitud de la energia recibida
en un periodo de tiempo, que es un acumulado
de la exposicién. En contraste, el sondmetro
mide el nivel de sonido en un solo punto en el
tiempo, proporciona una instantanea del so-
nido en un momento determinado, siendo Util

cuando el sonido es estable con poca variacién
(Johnson, s. f.). Por esta razén la GATI-HNIR
sugiere el empleo de dosimetros para la me-
dicién de ruido en ambientes de trabajo donde
los niveles de sonido fluctuan.

Tabla 2. Niveles de sonido percibidos en el puesto de trabajo

Niveles de presion
sonora (dBA)

& Lp,A, Lp, A Lp, A
Maquina T T’
q eqT,1 eql,2 eqT, 3
70,5 69,8 74,2

Empresa 1 | Sierra vertical
71,6 79,8 85,1
71,5 70,4 75,7

Empresa 2 | Sierra vertical
68,4 70,2 76,8
53,5% 72,3 84,8

Empresa 1 Enchapadora
83,5 84,7 84,5

Nivel de exposicion
de ruido diario
ponderado A

Nivel de
presion sonora

Media o equivalente

(Lp, A, eqT) (LEX, 8h)

71,5 | 2,4

79,0 dB 73,3 dB
78,8 | 6,8
72,5 2,8

78,8 dB 73,0 dB
71,8 4,4
70,2 15,8

82,7 dB 82,4 dB
84,2 | 0,6

Fuente: Autores

En estudios de evaluacion de ruido en entornos
laborales de talleres de carpinteria y empresas
de fornitura (Noweir et al., 2014; Robinson et
al., 2015) se hallaron niveles de Lp, A, eqT, en
el rango de 77,9 y 79,4 dB (A) proximos a los
encontrados en el presente estudio.

La variacion de los niveles sonoros de un dia
para otro y entre empresas de actividades se-
mejantes, se deben a las multiples variables
gue intervienen en la generacién de ruido.
Ademas de las caracteristicas del material,
cantidades y espesor de la pieza trabajada, los
niveles de ruido dependen también del tipo y
ajuste de la maquina, velocidad de corte, nu-
mero de trabajadores y maquinas involucra-
das, otra variable es el sistema de extraccion
de viruta, donde el ruido varia en funcion de

la velocidad y el disefio del sistema (NTP-ISO
9612, 2010;Instituto Andaluz de Prevencién de
Riesgos Laborales, s. f.).

Comparacion estadistica de los niveles de
presion sonora

Los niveles de presion sonora presentados
en las Tablas 1 y 2 se compararon entre em-
presas mediante la hipétesis nula (HO: ambos
grupos presentan medias iguales y no tienen
diferencias significativas) empleando el test de
Welch’s a un nivel de significancia (a) de 0,05
como alternativa al Student’s, debido a que las
varianzas de los grupos fueron diferentes (Ja-
movi, 2019).

Como se observa en la Tabla 3, dado que p >
0,05 se acepta la hipétesis nula y por lo tanto
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los estadisticos de los grupos que se compara-
ron, en este caso los niveles de presion sonora
no fueron significativamente diferentes entre
las empresas evaluadas con una probabilidad
mayor del 95%. Otros estudios en la industria
maderera (Noweir et al., 2014; Sierra Calderdn
y Bedoya Marrugo, 2016) reportaron varia-
ciones de los niveles de presion sonora entre
empresas similares sin embargo no evaluaron
estadisticamente dicha diferencia.

Tabla 3. Resultado prueba de hipotesis

Variabl

Variable dependiente ariable p
de grupo

Niveles de presion

v presi Empresas 0,387

sonora (n=36)

Fuente: Autores

4. CONCLUSIONES

En las condiciones operativas evaluadas en el
presente estudio, se corroboro que los traba-
jadores del area operativa de empresas que
comercializan madera aglomerada estan ex-
puestos a niveles de ruido diario (L, 4,) que
superan el limite permisible de 85 dB para
una jornada laboral de 8h, como precisa la
resolucion 1792 de 1990. A pesar de esto, el
uso de protectores auditivos garantiza que
esos trabajadores no se encuentren sobreex-
puestos a este factor.

Este es uno de los primeros estudios que abor-
da el ruido ocupacional en microempresas de
madera aglomerada donde se emplean ma-
quinas modernas como sierras verticales y
enchapadoras. Los niveles de presién sonora
equivalente (Lp, A, eqT) hallados en este es-
tudio se aproximan a los encontrados en algu-
nos talleres de carpinteria (Noweir et al., 2014)
y fabricas de muebles (Robinson et al., 2015);
sin embargo, resultan inferiores cuando se
comparan con los Lp, A, eqT reportados en
aserrios (Kolodziej y Cruz, 2013; Pozo, 2010;
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Sierra y Bedoya, 2016) también empleando
sonometria. Probablemente debido a que las
maquinas que utilizan en esas empresas son
mas rusticas y antiguas.

Como en este estudio fueron pocas las em-
presas evaluadas y las mediciones limitadas,
se recomienda ampliar la muestra de estudio
y adoptar una estrategia de medicién de jor-
nada completa para corroborar la diferencia
entre los resultados que proporcionan los ins-
trumentos de medicion de ruido. Asimismo, se
recomienda un andalisis sonoro de las maqui-
nas para conocer los principales focos genera-
dores de ruido para actuar sobre estos.
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RESUMEN

Introduccién: la Ochroma pyramidale es una
especie con alto potencial restaurador y se
adapta facilmente en areas perturbadas;
sin embargo, la germinacion de la semilla
se ve afectada por ser ortodoxa y experi-
mentar latencia.

Vacio de conocimiento: variacion de la ca-
pacidad germinativa entre distintos tratamien-
tos y condiciones ambientales.

Proposito del estudio: evaluar el porcentaje
de germinacién de semillas de O. pyramidale
por medio de diferentes métodos de escarifi-
cacion quimica.
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Metodologia: se aplicd un disefio experimen-
tal de tres bloques, tres repeticiones y 15 uni-
dades de ensayos. Los tratamientos fueron:
T1 (agua caliente a 80°C), T2 (NaCIO al 0,5%),
T3 (NaCIO al 1,0%), T4 (NaCIO al 2,0%), T5
(HCI al 1%).

Resultados y conclusiones: la germinacion
de semillas de O. pyramidale en todos los tra-
tamientos inicié al cuarto dia después de la
siembra con algunas diferencias de semillas
germinadas entre tratamiento con respecto al
primer dia de germinacién con algunas varia-
ciones entre tratamientos. El mayor porcenta-
je de germinacion ocurrio en el tratamiento 1
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(T1) con 88 semillas (59%), seguido del trata-
miento 2 (T2) con 65 (43%). El tratamiento 1
(agua 80°C) tuvo mayor influencia en la ger-
minacion de semillas de O. pyramidale. Por lo
tanto, se concluyen que los tratamientos por
ebullicién no solo contribuyen en el incremen-
to de la germinacion, sino que ademas las se-
millas logran mayor velocidad germinativa.

Palabras clave: escarificacidon quimica, semi-
llas, germinacion, latencia.

ABSTRACT

Introduction: Ochroma pyramidale is a spe-
cies with high restorative potential and adapts
easily in disturbed areas; however, seed ger-
mination is affected by being orthodox and ex-
periencing dormancy.

Knowledge gaps: Variation in germination
capacity between different treatments and di-
fferent environmental conditions.

Purpose: To evaluate the germination per-
centage of O. pyramidale seeds by means of

different chemical scarification methods.

Methodology: An experimental design of
three blocks, three replicates and 15 test units
was applied. The treatments were: T1 (hot wa-
ter at 80°C), T2 (0.5% NaCIO), T3 (1.0% Na-
CIO), T4 (2.0% NaCIO), T5 (1% HCI).

Results and conclusions: Germination of O.
pyramidale seeds in all treatments started on
the fourth day after sowing with some differen-
ces in germinated seeds between treatments
with respect to the first day of germination
with some variations between treatments.
The highest percentage of germination occu-
rred in treatment 1 (T1) with 88 seeds (59%),
followed by treatment 2 (T2) with 65 (43%).
Treatment 1 (water 80°C) had the greatest in-
fluence on the germination of O. pyramidale
seeds. Therefore, boiling treatments not only
contributed to increase germination, but also
the seeds achieved a higher germination rate.

Keywords: chemical scarification, seeds, ger-
mination, dormancy.
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1. INTRODUCCION

Los ecosistemas tropicales alojan la mayor
diversidad bioldgica del planeta en casi to-
das las formas de vida (Gentry, 1988; Gaston,
2000; Hartshorn, 2002). La gran diversidad se
debe a condiciones geograficas, ambientales y
complejidad ecoldgica (Duivenvoorden, 1995;
Gentry, 1998; Hartshorn, 2002). Por esto, la
variedad de especies vegetales y animales que
albergan estos ecosistemas favorecen el sos-
tenimiento de la vida (Galeano, 2000; Harts-
horn, 2002). A nivel global los ecosistemas
naturales estan siendo amenazados por activi-
dades antropicas de tipo extractivista (Patnaik,
2018; Agus et al., 2020), como deforestacion,
ganaderia, mineria y asentamiento humano, las
cuales implican cambio de uso del suelo (Etter
et al., 2008; Shi et al., 2009; Agus et al., 2020).
Estas actividades generan transformaciéon del
paisaje, pérdida de servicios ecosistémicos y
contaminacion( Marrugo-Negrete et al., 2015b;
Valois-Cuesta & Martinez-Ruiz, 2016; Patnaik,
2018). Esta problematica despierta interés por
el desarrollo de investigaciones enfocadas a de-
mostrar los efectos de actividades econdmicas
sobre el ambiente y sus componentes, como
también proponer alternativas de gestién (Shi
et al., 2009; Marrugo-Negrete et al., 2015b;
Valois-Cuesta & Martinez-Ruiz, 2016; Palacios-
Torres et al., 2018).

Una alternativa de mitigacién ha sido y sigue
siendo la recuperacion de ecosistemas a través
de especies forestales con potencial restaura-
dor (Marenco et al., 2003); sin embargo, exis-
ten especies que tienen semillas ortodoxas,
es decir, tiene cubierta dura lo cual dificulta la
aceleracion de su germinacion tal como ocurre
con O. pyramidale (Herrera & Alizaga, 1999).
O. pyramidale ha sido objeto de multiples es-
tudios debido a su importancia ecoldgica y su
potencial para recuperar areas degradadas
(Whitmore & Wool-Khoon, 1983; Toledo-Gon-
zdlez et al., 2019). Tiene amplia distribucion
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geografica que va desde las Antillas, suroeste
de México, Ecuador, Colombia, Brasil y Bolivia
(Sandi & Flores, 2010) y es pionera e indicado-
ra de paisajes degradados y recién perturbado
(Whitmore & Wooi-Khoon, 1983; Marenco et
al., 2003).

Muchos de los estudios han estado enfocado
a probar diferentes métodos para acelerar la
germinacién con el propdsito de elegir y pro-
poner el método mas apropiado para facilitar
procesos de restauracion (Whitmore & Wooi-
Khoon, 1983; Toledo-Gonzalez et al., 2019).

Los principales métodos empleados para la

germinacién de semillas de O. pyramidale han
sido el fisico (agua a 80°C) y quimico (acido
sulfarico)(Herrera & Alizaga, 1999). Adicional-
mente, dentro de los métodos pre-germinati-
vos mas utilizados son el fisico que consiste

en raspar o lijar la semilla, y bioldgico el cual
consiste en remojar las semillas en agua (Ca-
macho et al., 2018). En cuanto a la efectividad
de los métodos, la mayoria de los estudios do-
cumentan que por medio de métodos fisicos
a temperatura > 60°C se logran porcentajes
de germinacién entre el 64 (Herrera & Alizaga,
1999) y 68% (Toledo-Gonzalez et al., 2019).

Este interés se debe en gran parte a que la

semilla por ser ortodoxa y tener latencia fisica,
presenta dificultad de germinacién (Herrera &
Alizaga, 1999; Jiménez et al., 2017).

A pesar de las multiples investigaciones que
existen sobre el tema, aun se requiere infor-
macion sobre la variacion de la capacidad ger-
minativa en distintos tratamientos y bajo dife-
rentes condiciones ambientales (Espitia et al.,
2016; Toledo-Gonzalez et al., 2019). Este es-
tudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de
diferentes métodos de escarificacion quimica
en la germinacion de semillas de O. pyramida-
le aplicando cinco tratamientos: T1 (agua ca-
liente a 80°C), T2 (hipoclorito de sodio NaCIO
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0,5%), T3 (hipoclorito de sodio NaCIO 1,0%),
T4 (hipoclorito de sodio NaCIO 2,0%) y T5 (aci-
do clorhidrico HCI al 1%). Particularmente, el
estudio experimental responde a la necesidad
de generar informacién util para la toma de
decision en torno a la recuperaciéon ambiental.

2. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio se realizé en el municipio de Quibdé
capital del departamento del Chocd, Colombia.

Quibdd se ubica geograficamente 5°41'32” N
y 76°39'29”0 (Figura 1) y ecolégicamente
corresponde a las zonas de vida de bosque
muy humedo tropical (bmh- T) y bosque plu-
vial tropical (pb-T). Se caracterizan por altas
precipitaciones y temperaturas superiores a
24°C (Holdridge, 1967). Se registran preci-
pitaciones entre 5.000 y 10.000 mm al afio.
Una evaporacion media variada durante el
ano. Los meses de mayor evaporacién son
abril (140,2 mm) y septiembre (146,3 mm)
(Gémez & Cadena, 2018).
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Figura 1. Ubicacion geografica del area de estudio.

Fuente: Elaborado por el Gedgrafo Juan Camilo Ospino Contreras.

Método

Se aplicd un diseno de tres bloques comple-
tamente aleatorio y tres repeticiones. El estu-
dio se realiz6 mediante cinco fases descritas a
continuacion en la figura 2. La fase 1 consistid
en la adquisicion de las semillas. Se obtuvie-
ron semillas certificadas de la tienda agro SE-
MICOL S.A.S, Bogota. En la fase 2, se cons-
truyd un vivero con techo de plastico temporal

de 5,25m? con dimensiones de 3,5 m de largo
por 1,5 m de ancho, en el cual se establecieron
tres bloques de 1m de ancho por 1m largo.

En la fase 3, se desarrollé el proceso de esca-
rificacion quimica aplicando cinco tratamien-
tos (T1, T2, T3, T4, T5) en el laboratorio del
grupo de investigacion “Sistemas Producti-
vos de la Universidad Tecnoldgica del Chocd”.
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El T1 consistié en someter las semillas en agua
caliente a 80°C hasta enfriar. Después, se de-
jaron en remojo con agua a temperatura am-
biente durante dos dias cambiandoles el agua
diariamente. T2 se remojaron en solucién de
hipoclorito de sodio NaCIO al 0,5% durante 15
minutos. Luego se vertid la solucion junto con
las semillas sobre un colador de malla de alam-
bre y se lavd con agua hasta que el olor a cloro
desapareciera. Posteriormente, se colocaron
en remojo con agua expuestas a temperatura

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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ambiente durante dos dias. En el T3 y T4 se
aplicé el mismo procedimiento con la diferen-
cia de concentracion NaCIO al 1,0% por 15 min
y NaCIO al 2,0% por 15 min respectivamente.
Por ultimo, en el T5 las semillas se remojaron
en acido clorhidrico HCI al 1% durante 1 minu-
to. Se vertié la solucién junto con las semillas
sobre un colador de malla de alambre y se lavo
con agua hasta que el olor a cloro desapare-
Ciera. Luego se pusieron en remojo con agua a
temperatura ambiente durante dos dias.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5
Adquisicion Construccion Escarificacion Siembra de Labores
de semillas de vivero de semillas semillas culturales

Germinacion

|

l

|
|

|

l

T188 T2 65 T5 53 T3 42 T4 40
semillas semillas semillas semillas semillas
(59%) (43%) (35%) (28%) (27%)

e

—

Figura 2. Metodologia del ensayo. Las flechas en color azul indican los porcentajes de mayor

a menor en funcién a los tratamientos aplicados.

Fuente: Autores.

La fase 4 consistié en la siembra de semillas.
En cada tratamiento se sembraron 50 semillas
y 250 en cada bloque para un total de 750
semillas. Las distancias de siembra fueron de

2 cm entre semilla y 2 cm entre surco dando
como resultado de 15 unidades experimenta-
les (Figura 3). Se utilizé como Unico sustrato
arena sencilla desinfectada con agua caliente.

20 cm J

[

3m

Figura 3. Representacion grafica del disefio experimental utilizado.

Fuente: Autores.
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La fase 5 consistié en desarrollar actividades
diarias de monitoreo y control (Figura 4). El
monitoreo de la germinacién se realiz6 todos
los dias a las 4:00 pm durante 30 dias. Las va-
riables evaluadas fueron germinacién, supervi-
vencia y vigor de semillas. Para cuantificar el
porcentaje de germinacion se aplicé la ecuacién
1, y para el vigor de semillas la ecuacion 2.

Germinacion

(1): PG = (SG/SS) * 100 donde PG (porcentaje
de germinacién), SG (semillas germinadas) y
SS (semillas sembradas).

Vigor germinativo

(2): VG = VM * GDM, donde VM es el valor
maximo o pico que se presenta entre los va-
lores de germinacion y se obtienen dividiendo
porcentaje acumulado de germinacién y la can-
tidad de dias que se tarda la germinacién; y
GDM es la germinacion media diaria calculada
como la razoén entre el porcentaje final de ger-
minacién y el nUmero de dias trascurridos para
llegar el porcentaje final. En sintesis, el vigor es
un valor compuesto Unico que refleja en un solo
valor los cambios en el pico de germinacion, la
germinacion total y la velocidad de germinacion
de las semillas (Czabator, 1962).

Figura 4. (A) Lote de semillas, (B) aplicacién de tratamientos, (C) adecuacion de vivero,

(D) inicios de la germinacion de semillas de O. pyramidale

Analisis de datos

Una vez que se verificara que los datos cum-
plieran el supuesto de normalidad, se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) ajustado a un mo-
delo de efectos mixtos a un nivel de confianza
de 0.05. Este modelo explica las variaciones y
efectos de una variable en el tiempo, y deter-
mina diferencias entre variables. Los tratamien-
tos y bloques se codificaron como efectos fijos,
donde los bloques fueron denominados como

replicas quedando el modelo de la siguiente ma-
nera (porcentaje de germinacion vs tratamien-
tos, replicas). Adicionalmente, los datos del va-
lor maximo o pico de germinacién acumulada se
trataron con un ANOVA de un factor para deter-
minar diferencia entre tratamientos en funcién a
la velocidad maxima de germinacion. Los datos
se reportan como media mas desviacion estan-
dar. Para ambas pruebas se utilizd el paquete
estadistico Minitad version 19.1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

Germinacion

La germinacion de semillas de O. pyramidale en
todos los tratamientos inicidé al cuarto dia des-
pués de la siembra con algunas diferencias de
semillas germinadas entre tratamiento con res-
pecto al primer dia de germinacion. Por ejem-
plo, en los tratamientos T2 y T5 del bloque 1, al
primer dia de inicio germinaron 15y 12 respec-
tivamente, mientras que en el T1 del bloque 3
fueron 26 semillas. Por el contrario, en el T5 del

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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bloque 2, la germinacidén inicio al quinto dia, T3
blogue 3 al quinto dia, y T4 bloque 3 al séptimo
dia. Adicionalmente, se observd germinacién
hasta los 30 dias de observacion.

El porcentaje de germinacién media diaria
por tratamiento fue mayor en el T1 (4,4%) vy
T2 (3,2%). Mientras que en el T3 (2,4%), T4
(1,7%) y T5 (2,7%). Finalmente, el mayor por-
centaje de germinacion general ocurrié en el
tratamiento uno (T1) con 88 semillas (59%),
seguido del tratamiento dos (T2) con 65 (43%),
T3 42 (28%), T4 40 (27%) y T5 35 (35%) (Fi-
gura 5, Tabla 1).

e >—or—————0—0——

I
o
o

% de germinacion
w
o
o

—0—T1 % —8—T2% T3 % T4 % —@=T5 %

123456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930
Periodo de tiempo (dias)

Figura 5. Porcentaje de germinacion acumulado.

Fuente: Autores.

Tabla 1. Comparacién del porcentaje de germinacion acumulado diario.

Tratamientos Media Agrupacion*
I 3,849 A
II 2,45 B
\ 1,948 Bc
v 1,42 C
II1 1,356 C

*Las medias que no comparte una letra son significativamente diferentes con P-Valor <0.05.

Fuente: Autores.
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En cuanto al tiempo medio de germinacion
(TMG) en el T4 y T3 las semillas alcanzaron
la mayor velocidad y dispersion de germina-
cion con 9 y 11 semillas respectivamente. En
el resto de tratamientos se distribuyd de la
siguiente manera: T1 (6 semillas), y T2 y T5
ambos con 7 semillas. El andlisis de varian-
za (ANOVA) indica que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tra-
tamientos en funcién al porcentaje de germi-
nacion. Es decir, los resultados de la prueba
permiten aceptar la hipétesis nula revelando
que no existen efectos significativos de los
tratamientos sobre la variable de respuestas
(porcentaje de germinacidon de semillas de O.
pyramidale) (Tabla 2). La desviacion estandar
estimada del error aleatorio segun el modelo
fue de 0,182 y R? = 31,62%, lo cual indica que
el modelo explica el 31,6% de las variaciones
de la germinacion en los tratamientos.

Tabla 2. Resultados del analisis de varianza
para la germinacién de semillas
de O. pyramidale entre tratamientos

Fuente Varianza % total Valor Z p-valor

Tratamientos  0,0102 = 23,44% 0,6430 0,260%*
Error 0,0333 | 76,56% @ 2,2360
Total 0,0435

*p > 0.05.

Fuente: Autores.

Vigor germinativo

Los valores de vigor germinativo de las semi-
llas presentaron variaciones entre tratamien-
tos. Los mayores valores en el T1 del bloque
dos (55,5), seguido del T5 del bloque uno
(33,4) (Tabla 3). Esto indica que, por medio
del T1, las semillas de O. pyramidale alcanzan

la mayor velocidad, o pico mas alto para su
germinacién. Al mismo tiempo, el efecto es
estadisticamente significativo con respecto a
los demas tratamientos (Figura 6).

Tabla 3. Vigor germinativo de semillas de O. pyrami-
dale por tratamiento durante los 30 dias de observa-
cién. VM (valor maximo o pico de germinacion), GMD

(germinacién media diaria), VG (vigor de germinacion)

Tratamientos Bloques VM GMD VG
T1 1,3 0,9 1,2
T2 4,9 6,8 32,9
T3 1 4,3 4,0 17,3
T4 3,0 2,9 8,8
T5 5,6 6,0 33,4
T1 5,7 9,7 55,5
T2 2,1 2,2 4,7
T3 2 4,4 3,1 13,8
T4 2,4 2,0 4,7
T5 2,2 1,4 3,2
T1 0,8 2,7 2,1
T2 1,2 0,6 0,7
T3 3 0,8 0,2 0,2
T4 1,3 0,1 0,2
T5 1,2 0,6 0,7

Fuente: Autores.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 1: 165 - 177, enero - junio 2021 ISSN: 2145-6453



Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

VM (Dias de germinacion)

Tratamientos

Figura 6. Analisis germinativo en funcién al valor o pico maximo de germinacién
de semillas de O. pyramidale a los cuatro dias. T1 (3,84 + 2,62; P < 0,001), T2 (2,45 + 1,29),
T3 (1,35 £ 0,63), T4 (1,42 £ 0,68) y T5 (1,94 + 0,98)

Discusion

Los hallazgos de este ensayo demuestran que
el método fisico (agua caliente) ejerce mayor
efecto en la germinacion de las semillas de O.
pyramidale. La germinacién ocurrié al cuarto
dia después de la siembra en todos los trata-
mientos con algunas diferencias en cuanto al
niumero de semillas germinadas entre trata-
mientos. Estos resultados son similares a los
reportados por Camacho et al., (2018) quie-
nes reportan la germinaciéon en todos los tra-
tamientos (sin alteracién, semillas en remojo
durante 6 horas e incisién) a los cuatro dias
después de la siembra. En contraste, difieren
con Rojas-Rodriguez & Torres-Cdordoba, (2009)
y Rios-Garcia et al., (2016) quienes indica que
la germinacién ocurre a los ocho dias posterior
a la siembra.

El mayor porcentaje (59%) se observd en el
T1 (agua 80°C). Lo cual coincide con lo re-
portado por Herrera & Alizaga, (1999) quien
evalla varios tratamientos (acido giberélico
0, 100, 200 y 300mg/L, y nitrato de potasio
0,04,0,8y 1,2mg/L, aguaa80°C(0,1,2,y3
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minutos), y a 40°C (0, 24, 48 y 72 horas) ob-
teniendo el 68% de germinacién por medio de
tratamientos por ebullicion, siendo este el ma-
yor porcentaje obtenido en comparacion con
el resto de tratamientos. Toledo-Gonzalez et
al., (2019) observan entre siete tratamientos,
porcentajes entre el 62 y 69% en tratamien-
tos que incluyeron agua caliente (100°C) con
diferentes tiempos de exposicidn (tres y diez
segundos) siendo los mayores porcentajes con
diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los demas tratamientos evaluados.
Por su parte, Rojas-Rodriguez & Torres-Cérdo-
ba, (2009) indican que aunque los porcentajes
de germinacion de O. pyramidale varien entre
60 y 84%, pueden verse afectados por la cali-
dad de la semilla.

Otras observaciones como las de Jiménez et
al., (2017) informan que, a 80°C con expo-
sicion durante tres minutos, el porcentaje se
ubica en un 8,76% y 19,14% cuando las semi-
Ilas se exponen a 100°C por 15 segundos. Al
contrario, Toledo-Gonzalez et al., (2019) sefia-
lan que a 100°C tres segundo el porcentaje se
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ubica en un 64%. Adicionalmente, la imper-
meabilidad de la cubierta, factores intrinsecos
como agua, gases, tipo de sustrato y luz tam-
bién pueden tener influencia en las variacio-
nes de germinacion Figueroa & Jaksic, (2004);
Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, (2009) y
Jiménez et al., (2017).

Por consiguiente, Herrera & Alizaga, (1999) y
Toledo-Gonzalez et al., (2019) confirman que
los tratamientos por ebullicion facilitan el
rompimiento de la testa de la semilla como
resultado del impacto de la temperatura, lo
cual favorece positivamente la germinacién.
Adicionalmente, es posible que el enriqueci-
miento de sustrato con polvillo de coco com-
binado con agrolita 1:2, perlita y vermiculita
70:20:10 aumente la probabilidad de obtener
altos porcentajes germinativos de semillas de
0. pyramidale y de otras especies forestales
debido al contenido de nutrientes y citocinas
Ayala-Sierra & Valdez-Aguilar, (2008); Patifo
et al., (2011); Rios-Garcia et al., (2016) y To-
ledo-Gonzalez et al., (2019). Adicionalmente
y aunque el tiempo y condicién de almacena-
miento no fueron objeto de estudio, Zalamea
et al., (2015) sefialan que el periodo y con-
diciones de almacenamiento pueden afectar
de alguna manera la proporciéon de semillas
de O. pyramidale. Por lo tanto, Espitia et al.,
(2016) sugieren que las condiciones y tiempo
de almacenamiento pueden ser factores im-
portantes en los procesos de germinacién de
semillas forestales (Cedrela odorata, Carinia-
na pyriformis, Anacardium excelsum, Bomba-
copsis quinata y Schizolobium parahybum).
Por lo tanto, Rios Garcia et al., (2018) infor-
man que, en especies como Cochlospermum
vitifolium, y Quararibea funebris a cero me-
ses de almacenamiento se logran porcentajes
del 99,6% de germinacidon, mientras que a
los 12 meses del 71,3%.

En definitivas, el efecto de los tratamientos
por ebullicion sobre la germinacion de semillas
forestales puede variar en funcién a las carac-
teristicas naturales de la especie. Por ejemplo,
en semillas de algarrobo (Hymenaea courbaril
L.), a 80°C y cinco minutos se muestra un por-
centaje del 20%. Por contrario, con acido clor-
hidrico HCl al 98% (cinco y diez minutos) y aci-
do sulfarico H,SO, 98% (diez minutos) se logra
hasta un 90% de germinacion (Orozco-Cardo-
na et al., 2010), guayacan (Guaiacum coulte-
ri A.) con agua a 60°C diez minutos (51,1%)
(Sanchez-Soto et al., 2017). En contraste, en
el abarco (Cariniana pyriformis Miers) bajo in-
mersidon en agua a temperatura ambiente du-
rante 24 horas se obtiene un 29,1% (Pinilla et
al., 2016).

4. CONCLUSIONES

El 59% de la germinacion de semillas de O.
pyramidale se obtuvo por medio del trata-
miento por ebullicion (agua 80°C) siendo el
mayor porcentaje, en comparacion con el res-
to de tratamiento. Los tratamientos por ebu-
llicidn pueden ser la mejor eleccidon para ace-
lerar los procesos de germinacién de semillas
de O. pyramidale. Esto posiblemente se deba a
la influencia de la temperatura en el
rompimiento de la testa de la semilla. Ademas,
este estudio demuestra que el efecto de los
tratamientos por ebullicion no solo contribuye
al incremento de la germinacidén, sino que,
ademads las se-millas logran mayor velocidad
germinativa, lo cual es una buena sefal a la
hora de tomar de decisiones rapidas
relacionadas con procesos de recuperaciéon
ambiental.
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El resumen identifica el objetivo y expone de
manera breve la metodologia, los
resultados vy las conclusiones del

estudio. No deberd exceder las 350
palabras, tampoco incluir citasbibliograficas o
abreviaturas , excepto aquellas que sean
ampliamente conocidas. Segun sea el
idioma original del manuscrito debera
incluirlo en un segundo idioma (inglés y
espafiol).

Palabras clave

Se sugiere emplear una lista de cuatro a sie-
te palabras, presentadas en orden alfabético y
separadas por punto y coma (;).

No repita palabras que se encuentren en el
titulo. Evite el uso de palabras en plural y
frases. Idealmente emplee palabras norma-
lizadas o descriptores del tesauro AGROVOC,
UNESCO y que sean aceptadas por bases de
datos internacionales.

Resumen grafico

Es una representacién concisa y visual de los
principales hallazgos de la investigacién. Debe-
ra permitir al lector comprender rapidamente
la esencia del articulo e incentivar su lectura.

Sera requisito que todos los articulos acepta-
dos incluyan esta imagen.

Tablas y figuras

Las tablas deben explicarse por si solas y no
duplican lo planteado en el texto, sino que lo
sustituyen o complementan.

Instrucciones para los Autores

Dentro del texto refiérase a la tabla de la si-
guiente forma, (Tabla 1). Presente los datos
en una tabla real sin lineas y columnas, a es-
pacio sencillo, sin divisiones verticales ni divi-
siones internas. Se deben utilizar unidades del
Sistema Internacional (SI). Las abreviaturas y
acronimos deben ser explicados como notas al
pie en cada tabla. En ningln caso se admitiran
tablas en formato apaisado.

Un ejemplo de la presentacién de una tabla es:

Tabla 1. Ejemplo de la presentacion de una tabla

::ﬁ::;:t‘:: Nombre Apellido Departamento
M1 Milton Rodriguez | Cundinamarca
M2 Alberto Ruiz Cundinamarca
M3 Ricardo | Cadena Cundinamarca

Fuente de consulta: adaptado de: XXXXX.

Dentro de la categoria de figuras se incluyen
graficos, imagenes, fotos, y cada una de ellas
debe tener su correspondiente leyenda y fuen-
te, en caso de ser de su propia autoria men-
cionarlo. Las abreviaturas y acrénimos deben
ser explicados en la leyenda de la figura. Las
figuras deben ser enviadas en formato .jpg
.gif o .png y deben tener la calidad necesaria
para su publicacion (mas de 1024pixeles). Un
ejemplo de figura:

Estimated surface response

photodegradation
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Figura 1. Titulo de la figura. Leyenda de la figura, el

tipo de letra verdana tamafio 9. Fuente de: xx



Instrucciones para los Autores

Ecuaciones

Todas las ecuaciones se enumeran al lado de
la misma de la forma ecuacion 1 citadas en
el texto como (ecuacién 1). Las ecuaciones
se sugieren que se desarrollen en el editor de
ecuaciones de Microsoft Word o a través de la
aplicacion de Mathtype.

Contribucion de Ila autoria

En esta seccidn se explica cual fue la contribu-
cion de cada autor al articulo. Ejemplo: Primer
autor: Metodologia, investigacion, analisis de
datos, conceptualizacién, escritura — borrador
original. Segundo autor: Investigacion, concep-
tualizacion, analisis de datos, escritura — revi-
sién y edicidn. Tercer autor: Logistica, revision y
edicion. Cuarto autor: analisis de datos, revision
y edicidn. Quinto autor: Adquisicion de recursos,
administrador del proyecto, supervisién, con-
ceptualizacidn, escritura — revisién y edicién.

Agradecimientos

Esta seccion se utilizard para hacer un reco-
nocimiento a aquellas personas o instituciones
que han hecho contribuciones sustanciales al
trabajo o han prestado asistencia en la inves-
tigacion (técnica, financiera, logistica, intelec-
tual, entre otras.). Los agradecimientos deben
ir como una seccién separada después de la
discusién y antes de las referencias. Se incluye
aqui, las referencias de los proyectos que hi-
cieron posible el estudio.

Literatura citada

Deberan incluirse todas aquellas fuentes o au-
tores que fueron citados en el cuerpo del docu-
mento. Nunca debera referenciarse un autor que
no haya sido citado y viceversa. Tenga en cuenta
que no se admitiran articulos sin referencias. Un
60% de las citas debe provenir de investigacio-
nes publicadas en los Gltimos 10 anos.

Esta lista se organiza en orden alfabético y sin
enumerar, y cada una debe tener sangria fran-
cesa. Para la referenciacion de nimeros o vo-
limenes de alguna publicacidon usar nimeros
arabigos y no romanos.

Forma basica:

Apellido, A.A., Apellido, B.B., y Apellido, C. C.
(Ano). Titulo del articulo. Nombre de la revista,
volumen (numero), pp-pp.

Solo utilice fuentes electrdénicas que corres-
pondan a publicaciones con respaldo insti-
tucional, cuyo contenido no pueda ser mo-
dificado o eliminado en el futuro. No utilice
informacion proveniente de paginas comercia-
les o sitios de opinidn.

El formato de la literatura citada debe sequir la
normas APA, en cuanto a citacidon de articulos
cientificos, libros, capitulos de libro, paginas
Web, tesis de doctorado, maestria y pregrado,
informes, reportes, etc.

Anexos

Si tiene figuras que ocupen una pagina comple-
ta (dos cuartillas) o informacién adicional rele-
vante del estudio, pero que por su extension
no es posible situarla en el texto principal, le
recomendamos que lo coloque como anexo al
documento (Anexo 1, Anexo 2, etc.). Esta figu-
ra quedara enlazada en el espacio web donde
se alojara su articulo y en el caso de la versién
impresa se maneja con cédigo QR.

*** Se sugiere que los autores usen la plan-
tilla disefada para los articulos presentados
a la revista: https://hemeroteca.unad.edu.co/
index.php/riaa/about/submissions ***




GUIDE FOR AUTHORS

The Journal of Agrarian and Environmental Re-
search (RIAA) is an official publication of the
School of Agricultural, Livestock and Environ-
ment Sciences (ECAPMA) of the National Open
and Distance University (UNAD), destined to
publish articles resulting from the original in-
vestigations in the agrarian and environmental
area and related areas of knowledge in animal
production, agriculture and sustainable use
of natural resources. As examples of related
areas, mention, among others, Ethics, Eco-
logy, Sociology, Geography, History, Law and
Economics, when dealing with perspectives of
development, styles of agriculture, agrarian
history, development sustainable, of environ-
mental ethics, of agrarian and environmental
policy, environmental, forestry and agrarian
legislation or of significant and innovative con-
tributions with a systemic, interdisciplinary
and / or transdisciplinary vision.

The mission of RIAA is to promote communi-
cation and collaboration between national and
international researchers through the disse-
mination and transfer of knowledge related to
agricultural sciences and the environment, to
strengthen the generation of new knowledge.
The subjects in which RIAA publishes its re-
search products are:

1. Agroecology and sustainable production
models

2. Animal physiology and nutrition

3. Ethology and animal welfare

4. Land use and management

5. Principles and strategies of
environmental management

6. Rural development, Education

and Social projection

N

Biotechnology and alternative energies

8. Agroforestry systems, agroforestry,
agrobiodiversity

9. Clean technologies

10. Integral management of solid waste

11. Environmental Modeling and risk
management

12. Climate change

13. Diagnosis and pollution control

14. Animal and environmental ethics

15. Alternative processes for water

treatment.

Article arbitration process
The editor receives the postulated manuscripts
for publication and reviews that are oriented
to the RIAA themes and in accordance with
the publication rules. After this, the originals
pass to the Editorial Committee for the ap-
pointment of external peers. All originals are
submitted to arbitration in the double-blind
modality, at least two pairs, which must
be academics, specialists or ad hoc
arbitrators. According to the opinion of the
peers (which is recorded in the format for
evaluation concept), the authors are requested
or not to make major or minor modifications
and the adaptation of the originals to the
editorial policy of the journal.

In the event that a document presents a favo-
rable and unfavorable concept, it will be sent
to a third evaluator whose opinion will be final,
with the Editorial Committee in charge of re-
solving any dispute that may arise with respect
to the evaluations, and it is the instance that
decides which articles will be published, the
decisions of the Editorial Committee are unap-
pealable.
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The orthographic corrections in the text are
made directly by the editorial Committee of
the journal, without consulting the authors, it
also has the autonomy to review the document
and compare it with anti-plagiarism software

in order to ensure the originality of the ma-

nuscript, after this process, the committee will

issue observations that the author must com-

ply with prior to the peer evaluation.

However, a final version prior to printing and /

or publi- cation on the RIAA website will be
sent to the authors for approval. It is
considered that the final version is accepted if
the author does not respond in the estimated
times.

The reception of a manuscript does not obli-
ge the publication thereof. The revision of
the manuscripts will be done respecting the
right of the authors to the confidentiality re-
garding the information, results and creative
effort. Likewise, the right to confidentiality of
reviewers and editors will be respected.

Remission of the manuscript

As part of the submission process, authors are
required to verify that their submission meets
all the elements shown below. Authors who do
not comply with these guidelines will be retur-
ned to the authors.

Initial checklist:

1. The manuscript is unpublished, it has not
been previously published, nor is it being
simultaneously submitted to another
publication.

2. It complies with the guidelines established
in the Instructions for Authors.

3. The template designed for the
presentation of manuscripts is used.

4. All authors have been registered in the
shipment. This step is essential to avoid
further delays in the process, editing and
publication of the article.

5. SUGGEST 5 POSSIBLE EVALUATORS
with their respective name, affiliation
and email. Add the data in the box
called "Comments for the EDITOR". If
you wish, you can mention the possible
evaluators with whom you have a
conflict of interest and who do not want
you to review your manuscript.

6. references written according to APA style.

Use thesauri for the construction of

keywords.

N

Free Access policy

RIAA provides free public access to all its con-
tent to promote a greater global exchange of
knowledge and encourage the reading and ci-
tation of published originals. RIAA does not to-
lerate any form of plagiarism (total, partial or
conceptual). In case of identifying any plagia-
rism, in addition to informing the author of the
withdrawal of the article, it will seek to warn
the plagiarized authors. RIAA accepts the pro-
visions of the plagiarism policy of the National
Open and Distance University (UNAD).

Frequency
RIAA is a biannual publication (January-June
and July-December).

Language
Submitted manuscripts may be written in Spa-
nish or English.

Postulation of manuscripts

The RIAA has several types of articles:
e Research Articles

e Review articles

o Reflexion articles

e working paper



Research articles are associated with the
dissemination of research products in the
strict sense. This manuscript format should
have: introduction, materials and methods, re-
sults and discussion, conclusions, acknowledg-
ments and cited Literature.

On the other hand, the review article is the
systematization, analysis and balance of the
research on a problem and aims to account
for their conceptual, methodological and epis-
temological references, in addition to the ad-
vances and trends of the field investigated.
It is characterized by presenting a careful
analytical review of at least 50 bibliographical
references. 60% of the cited literature must
come from research published in the last 4
years. The structure that must have is: intro-
duction, approach of the subject, bibliographic
recovery (in the form of tables, pictograms,
conceptual maps among others.), Discussion
of the findings, conclusions, acknowledgments
and literature cited.

Then the Reflexion’s article is a text whe-
re the author presents results of a research
with an analytical, interpretative and critical
perspective, based on observations or original
sources. Structure: Introduction, Approach of
the theme, Development, Conclusions, Ack-
nowledgments and Literature cited.

General format of the document
Document in Word format. Letter paper size
(21.5 x 27.9 cm); margins 3 cm upper, 2.5
cm left, 3 cm lower and 2 cm right, to a
column. Font Verdana, size 10.Interlinear
space of 1.5.

It is recommended that the extension of ma-
nuscripts postulated for publication does not
exceed 4000 words (including tables,
figures and literature cited); 6000 words for
review articles.

If you have figures that occupy a complete
page (two pages), we recommend that you
place it as an annex to the document. This
figure will be linked in the web space where
your article will be housed and in the case of
the printed version, it will be handled with a
QR code.

Titles and authors
The title must not exceed 15 words. You must
describe the content of the article clearly
and concisely, avoiding the use of ambiguous
words, abbreviations and question marks and
exclamation marks.

For each of the authors that appear in the hea-
der, you must provide: full name, last acade-
mic degree obtained or current studies, ins-
titutional affiliation, city and country, email.
Omit charges, teaching degrees, research
group names, recognitions, etc.

Tables and figures

The tables must be explained by themselves
and do not duplicate what is stated in the text,
but replace or complement it.

Within the text refer to the table as follows:
(Table 1). Present the data in a real table
without lines and columns, in single space,
without vertical divisions or internal divisions.
International System (SI) units must be used.
Abbreviations and acronyms should be ex-
plained as footnotes in each table. In no case
will tables be allowed in landscape format. An
example of the presentation of a table is:
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Table 1. Example of the presentation

of a table
Number of ;
Name surname Providence
the sample
M1 Milton Rodriguez = Cundinamarca
M2 Alberto Ruiz Cundinamarca
M3 Ricardo Cadena Cundinamarca

Source: XXXXX

Within the category of figures include gra-
phics, images, photos, and each one of them
must have its corresponding legend and sour-
ce, in case it is of its own authorship to men-
tion it. The abbreviations and acronyms must
be explained in the legend of the figure. The
figures must be sent in .jpg .gif or .png format
and must have the necessary quality for publi-
cation (more than 1024pixels).

Equations

All the equations are listed next to it in the
equation form 1 cited in the text as (equation
1). The equations are suggested to be develo-
ped in the Microsoft Word equation editor or
through the Mathtype application.

References and bibliographical citations
All those sources or authors that were cited
in the body of the document should be inclu-
ded. An author who has not been cited must
never be referenced and vice versa. Keep in
mind that articles without references will not
be accepted. 60% of citations must come from
research published in the last 10 years.

This list is organized in alphabetical order and
without enumeration, and each one must have
French indentation. For the reference of num-
bers or volumes of some publication, use Ara-
bic and non-Roman numerals.

Basic form:

Surname, A.A., Surname, B.B., and Surname,
C. C. (Year). Article title. Name of the journal,
volume (number), ##-##.

Only use electronic sources that correspond to
publications with institutional support, whose
content can not be modified or eliminated in
the future. Do not use information from com-
mercial pages or opinion sites.

Format of the cited literature must follow the
APA standards, in terms of citation of
scientific articles, books, book chapters, Web
pages, doctoral, master and undergraduate
theses, reports, reports, etc.

Annexes

If you have figures that occupy a full page
or additional relevant information from the
study, but due to their length it is not
possible to place it in the main text, we
recommend to place this information as an
annex to the document (Annex 1, Annex 2,
etc.). This information will be linked to the
web space, where your article will be hosted
and, in the case of the printed version, it is
managed with code QR.

*** Tt is suggested that the authors use the
template designed for the articles submitted to
the magazine:
https://hemeroteca.unad.edu.co/index.php/ria
a/about/submissions



