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La investigacidn cientifica en el pais, a lo largo de los afios, ha
sido sefialada como critica y sin novedad y con un gran reto por
delante, dado a que, en parte, no se le da la adecuada importancia
ni recibe la suficiente inversién. Asi, su situacidn, se percibe con
grandes dificultades, dejando a las Universidades con una titdnica
responsabilidad, de apalancarla y de conseguir beneficios y logros.

En opiniones generales y resultados que muestra Colombia, afio tras
afio, ratifica que la inversién del Gobierno, en ciencia y tecnologia,
es baja comparada con otros paises de la regién y del mundo, al estar
alrededor del 1 % del PIB (OCyT, 2021), retrayendo a Colombia
de afianzar un futuro en investigacion y formar parte de grandes
redes internacionales.

Garantizar el desarrollo para Colombia, no solo se hace desde
una educacién con calidad, pertinente, incluyente, con amplia
cobertura, sino, también, a través de la investigacidn, la ciencia y la
tecnologifa, un valor agregado y seguro, que permite generar futuro
y ser la base de la economia del pais.

Después de mds de 50 afos de existencia de Colciencias y con la
apertura del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién -
MinCiencias, hoy, se evidencian avances en el otorgamiento de becas
y créditos para la alta formacién, con el propésito de adelantar
maestrfas y doctorados; profesionales con titulo de Doctor, que
estancias  postdoctorales; del
cientifico, medido a tavés de articulos de base investigativa,
revistas  cientlficas  especializadas;  proyectos de
ata calidad; incremento de los grupos de
investigacién; semilleros y jévenes investigadores e innovadores. Todo

desarrollan fortalecimiento sector
publicados  en

investigacién  de

ello estd muy bien, pero son cifras que impactan en mayor medida la
agenda nacional, dejdndonos por fuera de la internacional.

invierten
esas

Entonces, las preguntas certeras son:
las Universidades para que el pais cifras
nacionales? ;Cudnto destinan las Universidades de sus ingresos
por matricula al presupuesto o rubro para la ciencia, tecnologia

e innovacién? ;Cuédnto aportan las Universidades al desarrollo

¢Cudnto
registre

econdémico y social del pafs con su investigacién? La respuesta
ideal serfa que todos estos logros y avances fueran el resultado
de un trabajo que se da en colaboracién con el Estado, el sector
productivo y la Educacién Superior, pero la realidad es otra.

Las Universidades proyectan estrategias y programas para que sus
grupos de investigacidn, junto con sus investigadores, planteen
y generen conocimiento cientifico y se pueda transferir a
todos los sectores, de la mano, justamente, de esa  triada o
alianza Universidad-Empresa-Estado, ~ participando, por un
lado, en convocatorias por parte de MinCiencias, para el
fortalecimiento de la ciencia, la tecnologfa y la innovacién que,
la participacién de todas las
Instituciones de Educacién Superior y, por otro, llegando a las

en su mayorfa, no permite
empresas que quieran invertir en investigacién, que en el pafs
son pocas, para finalmente, ser las mismas Universidades las que
deben invertir en sus propios proyectos de innovacién, ciencia y

tecnologfa.

La investigacidn, junto con la docencia y la extensidn, que soportan

la estructura de la Universidad, deberfa contar con un
interés especial y con un presupuesto adecuado, para hacerla
capaz de innovar, de ser creativa y prospectiva; es como si fuera
un eslabén perdido. Aun asi, la investigacién se constituye en un
factor cada vez mds

representativo c€n el quehacer

universitario, con limitaciones derivadas del contexto socio-

politico, en la que estd inmersa la Universidad en el pais.
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Anzola Montero, G.: inversion en investigacion

El poco acercamiento de los sectores tecnolégico, productivo
y cientifico; el ndmero reducido de investigadores; la no
institucionalizacién de la ciencia en el pais; la escasa capacidad de
la innovacién en Colombia; el rol de la investigacidn, la ciencia y la
tecnologfa no entendida como desarrollo para el pais; el impacto que
tiene la ciencia para la poblacién no comprendida como bienestar
para el ser humano; la no internacionalizacién de la innovacién, la
ciencia y la tecnologfa y mds, son algunos ejemplos de las falencias
que presenta la investigacién en el pafs.

Entonces, es pertinente traer a colacién, la Misién de Ciencia y
Tecnologfa, de 1988, fecha en la que se declaré el Afio de la
Ciencia en Colombia, aportando politicas publicas nacionales,
acentuando que las Universidades se deberfan también apropiar de
la investigacién, para desarrollar y poner en prictica la organizacién
de la ciencia en Colombia. Posteriormente, en 1990 el Congreso
de Colombia expide la Ley 29, “Por la cual se dictan disposiciones
para el fomento de la investigacién cientifica y el desarrollo
tecnoldgico y se otorgan facultades extraordinarias”, con una serie
de normas, reglamentaciones y estrategias, que le dieron un giro
para el desarrollo de las capacidades de investigacién e incorporar
estos temas a la cultura colombiana; en otras palabras, ya se
hablaba de comunidades cientificas, internacionalizar el desarrollo
cientifico, recurso humano calificado, todo ello, con el apoyo del
gobierno: “Articulo 1.- Corresponde al Estado promover y orientar
el adelanto cientifico y tecnolégico y, por lo mismo, estd obligado
a incorporar la ciencia y la tecnologfa a los planes y programas de
desarrollo econdémico y social del pais y a formular planes de ciencia y
tecnologfa tanto para el mediano como para el largo plazo. Asi
mismo, deberd establecer los mecanismos de relacién entre sus
actividades de desarrollo cientifico y tecnolégico y las que, en los
mismos campos, adelanten la universidad, la comunidad cientifica
y el sector privado colombianos”. Nuevamente, la Universidad
llamada a contribuir con la Politica Investigativa, fortaleciendo
el desarrollo cientifico, en la construccién del conocimiento, en
beneficio de la sociedad y del pais.

En 2009, el Congreso de Colombia aprobé la Ley 1286, que
modific la ley anterior y permitié que Colciencias se convirtiera
en Departamento Administrativo y, nuevamente, se fortalece el
Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién en el pais.
Esta normativa sefala en el Capitulo III, Articulo 17, numeral 9:
“Promover y evaluar la alianza estratégica universidad-empresa, en
funcién de desarrollar conjuntamente la ciencia, la tecnologia y la
innovacién en sectores estratégicos para el desarrollo econémico
y social del pais”. Recientemente, en el 2019, el Congreso de
Colombia, a través de la Ley 1951, permite la metamorfosis de
Colciencias en el Ministerio de Ciencia, Tecnologfa e Innovacién,
cuyo objetivo es “impulsar la promocién del conocimiento, la
productividad y la contribucién al desarrollo y la competitividad
del pafs, as{ como construir una sociedad mds equitativa”.

Sin duda alguna, los indicadores asociados a la investigacién en
Colombia han venido mejorando, pero las dindmicas locales,
regionales, nacionales e internacionales, nos revelan
multiples problemas que deben ser abordados y resueltos

(OCyT, 2021), para lo cual, una mayor inversién en recursos
y de
determinante para el cubrimiento de estas necesidades.

financieros, humanos infraestructura, es totalmente

La Universidad colombiana debe continuar como parte activa en
el quehacer investigativo y cientifico del pais y, para ello, debe
emprender e implementar politicas o esquemas para su desarrollo,
acordes con el 4mbito econdémico, social y politico del pais.

La Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A no
es ajena en el compromiso del avance en la CTel del pais, por lo que,
de forma permanente, ha fortalecido su capacidad investigativa,
a través de lineamientos y normativas académicas y que dan
cuenta a politicas nacionales decretadas. En su desarrollo, como
funcién sustantiva, la investigacién en la Universidad promueve,
por una parte, la formacién de los estudiantes al desarrollo del
conocimiento, de la ciencia, la tecnologfa y al avance de las ciencias
aplicadas y ambientales y, por otro, el uso del saber en la busqueda
de soluciones a los problemas sociales, alineando la investigacién
con las politicas y las agendas nacionales y regionales, en materia
econdmica, social y cultural.

Su organizacién estd dada por Grupos de Investigacidn,

unidad fundamental de la actividad investigativa, avalado en
su constitucién y reconocido en su desarrollo por la UD.CA y
por el Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologfa e Innovacién —
SNCTel, conformados por docentes investigadores de planta, por
investigadores en formacidn, por estudiantes y por otro personal
de afiliacién temporal, quienes responden a las necesidades de los
proyectos; por Lineas de Investigacidén, que son los ejes temdticos

disciplinares, interdisciplinares y transdisciplinares que articulan
proyectos, resultados y productos investigativos, en la busqueda
de soluciones a conjuntos de problemas de la ciencia y problemas
sociales y por el Centro de Investigacién, unidad formalmente
organizada dentro de la U.D.C.A, conformada por mis de un
grupo de investigacion, que formula y desarrolla un programa de

investigacién, participa en la formacién y en la capacitacién de
recurso humano para la investigacién, transfiere el conocimiento,
hace divulgacién cientifica, gestiona los recursos necesarios al
cumplimiento de su objetivo y adquiere reconocimiento nacional e
internacional (Consejo Académico, 2012).

La Politica de Investigacién en la U.D.C.A relaciona su articulacién
con la Extensién, dejando atrds ese eslabén perdido: “..debe ser
pertinente y apropiada por los sectores sociales en los que pretende influir,
ast como constituir el acervo del conocimiento que enriquece nuestra
cultura y favorece el desarrollo social, ademds de las acciones propias
de la divulgacion y de la difusion de los resultados de

investigacién” (Consejo Académico, 2012).

Asimismo, cuenta con un Plan de Investigacién, Desarrollo
e Innovacién I+D+1 2021-2024, cuyos impacto esperados se
relacionan en lo cientifico: nuevos conocimientos de alta calidad,
capital humano fortalecido en I+D+I y fomento del conocimiento
y la ciencia abierta; en la sociedad; abordaje de retos y necesidades
mundiales, regionales y locales, beneficios tangibles, fortalecer
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la incorporacién de la I+D+I en la sociedad; en lo econdmico;

crecimiento basado en la innovacién, mds y mejores

puestos de trabajo y movilizacién de inversiones y en lo
visibilidad

entorno digital y reconocimiento y desarrollo

institucional: reacreditacién institucional,
internacional,

focalizado y consciente por los ODS.

Por lo tanto, se presenta algunos datos y cifras relacionados con
la evolucién de la investigacion en la Universidad.

Se ha facilitado la formacién de cerca de 50 doctores y
magisteres, que aportan al avance de la Ciencia Tecnologia e
Innovacién-CTel, en sus diferentes 4reas de conocimiento, en
internacionales de reconocido

instituciones nacionales e

prestigio.

Como resultado de la Convocatoria 894 de 2021, para la medicién
y la categorizacién de grupos e investigadores, la U.D.C.A presentd
14 grupos propios y dos, que se trabajan en articulacién con la

Tabla 1. Resumen de la clasificacién de los grupos de investigacion U.D.C.A.

Categoria Al A B NR/Reconocido Total
2017 1 1 2 1 13
2019 2 1 3 1 16
2021 3 3 4 3 16

Fuente: Direccién de Investigacion y Gestion del Conocimiento, 2022.

Universidad Simén Bolivar de Barranquilla, para un total de 16
grupos, con la siguiente distribucién de resultados. Grupos Al: 3,
Grupos A: 3, Grupos B: 4, Grupos C: 3, Grupos No Reconocidos:

3. Algunos datos histdricos de los grupos, se presenta en la tabla 1.

A nivel Nacional, se presentaron a la Convocatoria 894, 93.337
hojas de vida de investigadores, de las cuales, 21.094 cumplieron
con los requisitos y se categorizaron de la siguiente manera:
Eméritos: 83, Senior: 3.040, Asociado: 4.601, Junior: 13.370. A
nivel Institucional, la distribucién quedd de la siguiente manera:
Eméritos: 0, Senior: 2, Asociado: 9 y Junior 37.

En su nivel de formacién, la Universidad registra un 58 % de
docentes Magister/Maestria, 25 %, con Doctorado y un total de
131 investigadores.

Respecto al nimero de Semilleros de Investigacién e Innovacién
activos por facultades, en total son 30, distribuidos en Ciencias
(3), Ciencias Administrativas y Comerciales (2), Ciencias de la
Salud (7), Ciencias Juridicas (1), Ciencias Agropecuarias (11) y en
Ciencias Ambientales y de la Sostenibilidad (6).

Un total de 354 articulos cientificos fueron publicados en los
tltimos cinco afios, con la siguiente distribucién: revistas nacionales
no indexadas 6,5 %, revistas nacionales indexadas 20,3 %, revistas
internacionales no indexadas 3,7 % y en revistas internacionales
indexadas 69, 5 %. Finalmente, se registran mds de 45 proyectos
activos, durante el 2022, desarrollados en todas las facultades.

Para el fomento de la Investigacién, la Universidad, anualmente,
destina de sus recursos, un presupuesto para el desarrollo de
proyectos de investigacién cientifica y tecnoldgica, para la

divulgacién y la transferencia de sus resultados, para el fomento de la
formacién investigativa de sus estudiantes, mediante los programas
de semilleros y de jévenes investigadores e innovadores y para la
formacién de investigadores. De igual forma, se gestionan recursos
externos para el desarrollo de la investigacidn, a través de convenios,
de acuerdos, de contratos, de alianzas, de recursos provenientes de
convocatorias y demds mecanismos de participacién en fondos
concursales, asf como por la prestacion de servicios de investigacién

(Tabla 2).

Con estos resultados y el reconocimiento a nivel nacional e
internacional de la investigacién que se genera desde la Universidad,
se puede concluir varios aspectos. Se aprecia una mejora en la
categorizacidn, a nivel general, de los grupos de investigacién de la
Universidad; en la autoevaluacién rendida, se percibié la necesidad
de fortalecer la planta de investigadores de algunos grupos, con
el fin de ascender en su categorizacién; se aprecia un incremento
en el nimero de profesores categorizados como investigadores y,
finalmente, frente a la meta del Plan de Accién 2021-2023, que
precisa: “En 2023 se deben alcanzar los siguientes indicadores
minimos de 40 investigadores categorizados
(2 eméritos, 2 senior, 8 asociados y 26 junior); 15 grupos de
investigacion clasificados (2 grupos Al, 2 grupos A, 5 grupos B y
6 grupos C)”, se tiene pendiente cumplir con los 2 investigadores
eméritos e incrementar la categorizacién de grupos en By C.

investigacion:

Por otro lado, la Universidad, consciente de la importancia de la
articulacién de la investigacién con el sector real, inauguré en marzo
de 2022, el Laboratorio de Investigacién y Diagndstico Molecular
BSL-3, un proyecto que se hizo realidad en agosto de 2020,
cuando mediante el Acuerdo 93 de 2020, emanado por el Organo
Colegiado de Administracién y Decisién - OCAD de Ciencia,
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Tabla 2. Fomento de la investigaciéon en la U.D.C.A, 2018 - 2022.

No.
Proyectos Financiacion U.D.C.A Financiacion Externa
Afio inigil:;on
en ese Valor (§) | Dofeentaie | poear(s) | PORCCMAC | Nucional | Internacional
afio (7o) ()
2018 16 $1.116.118.620 47% $1.280.100.630 53% $1.219.900.630 $60.200.000
2019 29 $2.018.135.799 45% $2.418.708.138 55% $2.063.773.918 | $354.934.220
2020 10 $1.523.924.702 25% $4.511.123.887 75% $4.426.899.887 $84.224.000
2021 44 $1.598.617.332 59% $1.114.693.055 41% $952.632.055 $162.061.000
2022 5 $303.425.468 78% $84.885.112 22% $68.885.112 $16.000.000
Totales 104 $6.560.221.921 $9.409.510.822 $8.732.091.602 $677.419.220

Fuente: Direccién de Investigacion y Gestion del Conocimiento, 2022

Tecnologfa e Innovacién, la U.D.C.A obtuvo recursos econémicos
por $3.174.770.762, provenientes del fondo de CTel del Sistema
General de Regalias, para el fortalecimiento de laboratorios
regionales, con la posibilidad de prestar servicios cientificos y
tecnolégicos. Este laboratorio contribuird al fortalecimiento de las
capacidades instaladas de ciencia, tecnologfa e innovacién, para
atender problemdticas que involucran patdgenos de alto riesgo para
la salud humana, proyectando una ficil adaptacién para realizar
diagnéstico de agentes emergentes y reemergentes.

De igual forma, conscientes de la importancia de la formacién
para el pais de capital humano, que, segin MinCiencias, todos
los programas que promueven la formacién a alto nivel permiten
la “formacién de profesionales para generar nuevo conocimiento
e impulsar la investigacion, el desarrollo y la innovacién a escalas
nacional y regional” (El Espectador, 2022), la U.D.C.A realiz6 una
inversién por $303.000.000, en adecuaciones de infraestructura
fisica, que permitié que el Instituto de Formacién Avanzada
cuente con instalaciones adecuadas para la formacién posgradual.
Asimismo, el Doctorado en Ciencias de la Sostenibilidad, responde
a esta necesidad, pues busca formar investigadores con una
profunda comprension de la naturaleza sistémica de las causas y las
consecuencias de las situaciones, problemas y conflictos complejos
de la sostenibilidad, lo que les permite plantear estrategias
colaborativas desde la transdisciplinariedad y reconociendo el
didlogo de saberes para afrontar los retos de la sostenibilidad,
anticipar situaciones emergentes y construir escenarios deseables, en
el marco de los principios de la justicia, la equidad y la integridad,
que caracterizan la sostenibilidad.

En dltimas, la responsabilidad cientifica de las Universidades es
muy infinita, un compromiso dado a través de investigaciones
relevantes y oportunas, con aplicacién en diferentes campos y asi
fomentar el bienestar, no solo de la poblacién humana y animal,
sino en lo ambiental y en lo social.

Asi, la situacién de la investigacion, la ciencia, la tecnologia y la
innovacién en el pafs, se percibe como una ayuda mutua que se

debe dar entre la Universidad, el Estado y la empresa. En el reciente
informe que presenté el actual Gobierno Nacional, referente al
Programa de Colombia Cientifica (Presidencia de la Republica
2022), destacé que su propésito “es el de contribuir al logro del
objetivo de politica publica sobre calidad en la educacién superior
del pais” y, ademds, senalé que “cuenta con una inversién de mds
de $150 mil millones de recursos del Estado y $45.000 millones
de contrapartidas”, gestado a través de alianzas, pertenecientes al
Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologfa e Innovacidn, las IES yla
investigacién nacional e internacional

La investigacién de la Universidad y del pais estdn en la capacidad de
ser competitiva en invencién de productos, bienes y servicios, para
el desarrollo econémico y social del pais, articulando la industria, la
academia, el Estado y la sociedad.
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ABSTRACT

Several aspects of the development of the peach fruit under tropical
conditions are unknown, this information allows agronomic
practices to be carried out with technical criteria. Therefore, the
objective was to determine the different changes and phenological
changes of peach fruit depending on the Growing Degree Days
(GDD) in the varieties ‘Dorado’ and ‘Rubidoux’, grown in the
Colombian high tropics. This study randomly selected 51 trees
and 100 flowers per plant that were in full flowering for sampling
every 15 days until harvest to determine physical variables such
as firmness, color index of the epidermis and pulp, and chemical
properties such as soluble solids, titratable acidity, and respiratory
rate. From full bloom to harvest, the Dorado and Rubidoux
varieties took 1081.8 GDD (153 days) and 1667.1 GDD (205
days) respectively. The firmness increased in the two cultivars
during phase 1 of development, then decreased until harvest. The
color index of the epidermis and pulp increased during ripening,
indicating yellow tones in the two varieties. The soluble solids

Accepted: March 16, 2022

Edited by: Helber Adrian Arévalo Maldonado

increased continuously, with final values of 15.9 £ 0.9 and 15.5 £
0.3 °Brix. The acidity increased during phase 2 and then decteased
during ripening, The respiratory rate decreased between phase 1 and
3, with an increase in phase 2, which is related to the lignification
of the endocarp in the two cultivars. These results contribute to
the understanding of the development of the two peach cultivars
under tropical conditions.

Keywords: Deciduous; Phenological characterization;
Physicochemical characterization; Plant physiology; Prunus persica.
RESUMEN

Se desconocen varios aspectos del desarrollo del fruto de
duraznero en condiciones tropicales, informacién que permite
realizar labores agronémicas con criterio técnico, por tanto, el
objetivo fue determinar los diferentes cambios fisicoquimicos y
fenolégicos del fruto de durazno, en funcién del tiempo térmico,
de las variedades ‘Dorado’ y ‘Rubidoux’, cultivados en zonas de
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trépico alto colombiano. Se seleccionaron al azar 51 arboles y 100
flotes/planta, en estado de plena floracién. Cada 15 dias y hasta la
cosecha, se hicieron mediciones de la firmeza, el indice de color de
epidermis y pulpa, los sélidos solubles, la acidez titulable y la tasa
respiratoria. De plena floracién a cosecha, las variedades Dorado
y Rubidoux tardaron 1081,8 GDC (153 dias) y 1667,1 GDC (205
dias), respectivamente. La firmeza present6 un incremento en los
dos cultivares durante la fase 1 de desarrollo, luego disminuy6 hasta
la cosecha. El indice de color de epidermis y pulpa aumenté durante
la maduracion, con tonalidades amarillas, en las dos variedades.
Los sélidos solubles incrementaron de forma continua y en los dos
cultivares, con valores finales de 15,9 + 0,9 y 15,5 = 0,3 °Brix. La
acidez mostr6 un incremento durante la fase 2 y luego disminuyo
durante la maduracion. La tasa respiratoria decreci6 entre la fase 1
y 3, con un incremento en la fase 2, relacionado con la lignificacién
del endocarpio, en los dos cultivares. Estos resultados contribuyen
al entendimiento del desarrollo de los dos cultivares de durazno,
bajo condiciones tropicales.

Palabras clave: Caducifolio; Fisiologia vegetal; Caracterizacién
fenolégica; Caracterizacion fisicoquimica; Prunus persica.

INTRODUCTION

The peach (Prunus persica [I] Batsch) belongs to the Rosaceae
family (Liu ez a/. 2020) and is highly desired for its pleasant taste,
aroma, and nutritional characteristics (Africano-Pérez et al. 2016;
Rodriguez et al. 2019), used for fresh consumption and industrial
processes (Marifo-Gonzalez e a/. 2019). By 2018, Colombia had
2,501.62 cultivated ha that produced 34,738.09 t (MADR, 2018).
In the country, it is considered one of the most important fruit
trees in the high tropics because it has comparative advantages
over those grown in temperate areas (Pinzon ef al. 2014). These
advantages include the agroecological offering that, with the use
of eatly, late and intermediate varieties, can provide year-round
production for fresh consumption and agroindustrial uses (Castro
& Puentes, 2012).

In Boyaca, Colombia, different varieties are grown, such as Dorado
and Rubidoux. The Dorado variety is grown between 2.200 and
2.700 meters above sea level and has a low requirement for cold
hours and rapid fruit development, making it a highly appreciated
variety in Colombia (Miranda & Carranza, 2013). The Rubidoux
variety is adapted to areas between 2.400 and 2.800 meters above
sea level, with a requirement of 500-700 cold hours.

The fruit growth follows a double sigmoid pattern (Rodriguez ez al.
2019), which begins with a rapid growth phase as the result of cell
division and elongation. Afterward, important physiological and
anatomical changes are evident, with a decrease in the growth rate
of the pericarp, lignification, increased endocarp weight, and partial
or total seed formation. The accelerated growth of the pericarp is
seen with an increased number and volume of cells and intercellular
spaces. In the last stage, the fruit reaches its final size, and ripening
begins (Rodriguez ez a/. 2019). However, the development pattern
may vary in the many peach cultivars, which do not present the same

phenological cycle in the early, intermediate, and late-cycle materials
(Dela Bruna, 2007; Bonghi e a/. 2011). During fruit development,
there are different important physicochemical and phenological
parameters whose behavior is specific for each cultivar. These
parameters are useful for understanding the physiology and integral
process of fruit development. In addition, they are indicative of the
quality and can be used as maturity indices to determine optimal
harvest and other important crop tasks. Commonly, soluble sugars
increase, total acidity decreases, firmness is lost and color changes
occur. These changes were observed in the Jarillo cv, cultivated in
three zones in Colombia (Quevedo ez a/. 2018).

Studies have been carried out for physicochemical and phenological
characterizations during the development of peach fruits;
however, most have been carried out in temperate zones and do
not represent the growth and development conditions of fruits in
tropical and subtropical zones where ecophysiological conditions
are different (Fischer ez a/. 2011). Therefore, the objective of this
study was to evaluate fruit development with the determination of
physicochemical changes and phenology as a function of thermal
time in the ‘Dorado’ and ‘Rubidoux’ varieties, grown in Colombian
high tropics.

MATERIAL AND METHODS

The field phase was carried out on commercial farms in the
municipalities of Tuta and Soraca, Boyaca-Colombia. The farms
are in the high tropics with altitudes over 2,500 meters above sea
level, with an average temperature of 13 to 14 °C and bimodal
precipitation that averages 700 to 1000 mm. The laboratory phase
was carried out in the Laboratorio de Calidad y Poscosecha de
Productos Agricolas in the Facultad de Ciencias Agrarias at the
Universidad Nacional, Bogota.

15 sampling units were used to collect data with a total of 51 trees
selected at random for each cultivar. Each unit had three trees in
the full productive stage (7 years of sowing), planted at distances
of 3 m between trees and 2.5 m between rows. Each tree had 100
marked flowers, with mixed branches with one year in full bloom.
Although only 25 fruits per tree were collected for the analyses,
overestimated sampling was used to ensure the total number of
fruits needed for this study. The accumulation of Growing Degree
Days (GDD) was determined by the following equation:

GDD=Tm-Tbase

Where, Tm is the mean daily air temperature, calculated by
taking the daily temperature every 30 min with a Humidity and
Temperature Datalogger RHT20 (Extech’). The Thase used the
base temperature, which for this study was 4,5 °C according to
Chaar & Astorga (2012).

Starting at day 30 after full flowering (daff), when different
measurements could be taken on the fruits, and until harvest,
samples were taken every 15 days until each cultivar reached
physiological maturity. The size of the repetition varied according
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to the variable, 10 repetitions for the physical variables, each with
one fruit, and 6 repetitions for the determination of the chemical
variables. The fruit phenology was established with a photographic
record and description of the physicochemical changes concerning
the GDD from the formation of the flower bud to harvest.

For the fruit firmness (N), the equatorial zone was drilled with a
digital texturometer (Iloyd L.S1 brand, Bognor Regis, UK), a 1 KN
load cell, a 3 mm cylindrical punch, and Nexygen plus. The titratable
acidity (TA % of malic acid) was obtained with acid-base titration
according to Africano-Pérez et al. (2016). The soluble solids (SS)
were quantified using a Hanna brand digital refractometer with a
range of 0 to 85 % with a precision of 0.1 °Brix. The epidermis
and pulp color index (CI) were calculated with the CIELab system
parameters: L*, a*, and b*, for which three readings were taken in

the equatorial zone of 8 fruits with a CR 410 digital colorimeter
(Konica Minolta®, Hong Kong). The values were plugged into the
following formula:

1000xa*

L* xb*
To determine the fruit respiration (mg CO2 kg'1 h™), a CO2 sensor
was used (Vernier, Software & Technology, Beaverton, OR, USA)
with LabQuest according to Marifio-Gonzalez ¢f al. (2019). The
readings were taken every 5 s for 5 min, and approximately 600 g

Cl=

of fruit were used per repetition.

All variables were subjected to descriptive analysis to estimate the

mean and standard error in each sampling point, and the coefficient
. . 2, . . . e

of determination (R°) determined the most appropriate statistical

Figure 1. Growth and development of peach fruit cv ‘Dorado’ under conditions of high Colombian tropics. Stages: a) Full
flowering; b) fruit 30 daff; c) fruit between 30 and 75 daff, 8.9 to 413.5 GDD; d) fruit 90, daff 554.6 GDD; e) fruit 120 daff, 835.3
GDD; f) fruit 135 daff, 979.1 GDD; g) fruit 153 daff, 1081.8 GDD.



4 Pinzén-Sandoval, E.H.; Balaguera-Lépez, H.E.; Becerra-Gonzalez, M.E.: physicochemical changes in peach

model. the models were generated through the Im function of the
software R version 3.5.3.

RESULTS AND DISCUSSION

Phenology and growth. The varieties studied present a
differentiated behavior in the development of the fruit, the
Dorado variety presented full flowering with fruit set one month
later, when the fruit began the first phase, which is characterized
by active cell division. This phase lasted 45 d, with 413.5 GDD. A
second phase with cell expansion and simultaneous lignification of
the endocarp lasted 60 d and accumulated 565.6 GDD. The final
phase of fruit ripening lasted 18 d and accumulated 102.7 GDD.

This variety accumulated a total of 1081.8 GDD over 153 d after
full flowering (daff) (Figure 1).

The Rubidoux variety showed full flowering with fruit set
one month later, when the first phase began, lasting 60 d and
accumulating 563.8 GDD, with little"gain for the diameter and
mass. Cell division processes predominated up to the second phase,
which lasted 90 d and accumulated 734.5 GDD. This phase had an
endocarp lignification process that stopped growth, followed by an
accelerated gain in mass and size.

The endocarp lignification phase has been described as a
prolongation of phase I, characterized by a progressive reduction

Figure 2. Growth and development of peach fruit cv ‘Rubidoux’ under conditions of high Colombian tropics. Stages: a) Full flowering;
b) fruit 30 daff; c) fruit between 75 daff, 413.2 GDD; d) fruit 105, daff 699.6 GDD; e) fruit 150 daff, 1161.8 GDD; f) fruit 180 daff,
1431.6 GDD; g) fruit 205 daff, 1667.1 GDD.
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in the mitotic rate and differentiation of endocarp cells that
considerably increase their lignin content (Dardick ez 2/ 2010).
The final phase lasted 25 days and accumulated 368.6 GDD. This
phase had the greatest amount of physical and chemical changes
as maturation occurred. This variety accumulated a total of 1667.1
GDD over 205 daff (Figure 2).

Reports have stated that the accumulated growth of peach fruits
follows a double sigmoid model (Rodriguez e a/. 2019) but is linked
to the cultivar cycle, with some conforming to simple sigmoid
models (Dela Bruna, 2007). According to growth and development,
peach fruits have three phases. Phase I is characterized by rapid
growth as the result of cell division, and phase II has a temporary
decrease in pulp mass gain, increased endocarp mass, lignification
of the endocarp, with partial or total seed formation. Phase III
includes typical physical and biochemical changes for the ripening
process, such as an increase in the production of ethylene and
volatile compounds, color changes, increase in respiratory rate,

decrease in firmness, and chemical transformations that affect
sugars, organic acids, proteins, phenolic compounds, pigments,
and pectins. During the ripening phase, specific flavors and odors,
along with increased sugars and decreased acidity, are notable
(Martinez-Gonzalez et al. 2017). These phases were evidenced in
the evaluated cultivars.

Physicochemical changes. The firmness was adjusted to
following polynomial models, y = -6E-05x" + 0.0542x + 27.387 to
Dorado (R® 0.94) and y = 3E-08x’ — 0.0001x" + 0.0959x + 24.057
to Rubidoux (R” 0.92), with a similar behavior in the two evaluated
varieties. The Dorado variety presented an initial firmness of 26.72
+ 1.13 N, which increased until reaching a maximum value of
39.40 £ 0.71 N at 413.5 GDD (75 daff). Afterward, it decreased
until reaching a value of 11.6 £ 0.78 N at 1081.8 GDD (153 daff)
(Figure 3A). The Rubidoux variety had an initial value of 20.17
+ 0.27 N, which increased until reaching a maximum value of
49.03 £ 1.07 N at 285.02 GDD (60 daff). Afterward, it decreased

Figure 3. Firmness during the growth and development of the peach fruit: A) cv ‘Dorado’; B) cv ‘Rubidoux’. Respiration rate development
of the peach fruit: C) cv ‘Dorado’; D) cv ‘Rubidoux’. Vertical bars at each sampling point indicate the standard error (n=10).

and obtained a value of 9.19 * 0.40 N at 1667.1 GDD (205 daff)
(Figure 3C).

Firmness is the best indicator at a practical level for fruit ripening in
different stages. It can determine the optimal levels of consumption,
transport, and handling, It is also one of the main quality attributes
and often limits postharvest shelf-life (Africano-Pérez e al. 2016).

It has been shown that the state of maturity in peaches is highly
correlated with pulp firmness (Matteoli ¢ a/. 2015). The increase
in firmness in the first stages of development in the two peach
cultivars, according to some authors, may be associated with the
synthesis of protopectin and the accumulation of reserve sugars,
such as starch (Lo Bianco & Rieger, 2002; Cirilli ez a/. 2016).
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The loss of firmness in phases 2 and 3 may be due to a series of
genetically programmed events, characterized by biochemical and
physiological processes. According to Payasi eza/. (2009), this process
is complex and involves three subsequent steps: 1) relaxation of
the cell wall by expansins; 2) depolymerization of hemicelluloses;
and 3) depolymerization of polyuronides by polygalacturonase
or other hydrolytic enzymes. In climacteric fruits, the loss of
interconnectedness in pectins and hemicelluloses results from the
effects of solubilization and enzymatic depolymerization and leads
to interconversion of highly interconnected polysaccharides to
structures with low fibrillar association (Prasanna ez a/. 2003).

The respiratory rate in the Dorado variety had an initial value of
107.6 £ 3.27 mg CO: Kg’1 hfl, with a decrease until reaching a value
of 53.30 £ 2.01 mg CO2Kg" h™ at 273.5 GDD (60 daff), followed
by an increase until reaching a value of 76.62 £ 3.33 mg CO2 Kg1
h' at 413.5 GDD (75 daff), and finally decreasing constantly to a
value of 20.26 + 1.47 mg CO2 Kg' h™ at 979.1 GDD (135 daff)
(Figure 3B). The variety Rubidoux had an initial value of 108.74 £
2.75mg CO2 Kg' h”, which decreased to a value of 33.92 + 1.5 mg
CO2 Kg' h' at 699.6 GDD (105 daff), followed by an accelerated
but momentary increase at 855.6 GDD (120 daff), from which it
decreased continuously to a value of 28.1 £ 0.1 mg COz Kg1 h' at
1586.8 GDD (195 daff) (Figure 3D).

Respiration may be related to the synthesis of new tissue (growth
respiration) and structural maintenance (maintenance respiration)
through the turnover of ATP and NADHo:, which are necessary
for plant growth (Galho e @/ 2007) and, in this case, for fruit
development in the two peach cultivars, especially in phase 1, where
the respiratory rate must be high to meet the energy demands of
cell division in this stage.

It has been shown at a physiological level that the expression of
lignin and flavonoid pathway genes is associated with development
processes in peaches. Here, growth is described by double sigmoid
curves (Rodriguez ef al. 2019), with a growth plateau that coincides
with endocarp hardening, commonly known as bone. According
to Dardick ef 4/ (2010), the slowdown in fruit expansion could
be attributed to important energy resources obtained through
respiration processes being used for lignification and hardening of
the endocarp because expression of the lignin gene is induced to
extremely high levels immediately before the growth slowdown.
However, these energy resources appear to be carefully divided to
allow the accumulation of flavonoids before the hardening of the
endosperm depletes the energy and metabolic resources needed
for the other phases of fruit development.

In the studied cultivars, there was an unusual increase in respiration
in phase II of fruit growth, which might be due to the fruit

Figure 4. Color Index during the growth and development of the peach fruit cv ‘Dorado. A) Epidermis; B) Pulp and cv ‘Rubidoux’; C)
Epidermis; D) Pulp. Vertical bars at each sampling point indicate the standard error (n=10).
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lignification process, where growth respiration increases notably
to obtain necessary compounds for the formation of this tissue.
Despite being unusual, this increase has been reported for peaches
grown under subtropical conditions (Silva e# a/ 2013). A similar
result was also found by Hernandez & Hernandez (2012), who
found an increase in the respiratory rate in phase II of growth
that was associated with the formation of seeds when studying the
Amazonian copoazu fruit.

The epidermis and pulp color index was carried out from 75 daff
in the two varieties because the high number of pubescences and
the fruit size prevented the correct measurement of this variable
up to this time. Epidermis color index of the Dorado variety was
fitted to model y = 3E-05x" — 0.0277x + 1.9834 (R* 0.91), presented
a value initial of -5.74 + 0.31, while the pulp (y = 3E-05x - 0,0343x
+2,084) (R* 0.96) was -6.67 % 0.11, which continuously increased
until reaching 2. 30 + 0.35 and 2.64 £ 0.13, respectively (Figure 4A
and B). The variety Rubidoux had an initial epidermis color index
of -7.38 + 0.08, and the pulp had -7.23 £ 0.10, which continuously
increased until reaching values at harvest of 7.92 £ 1.27 and 3.21 £
0.18, respectively (Figure 4C and D), the models to epidermis and
pulp were y = 3E-08x” - 8E-05x" + 0,0756x — 26.906 (R” 0.96), and
y = 8E-06x" — 0.0082x — 4.7595 (R* 0.96) respectively.

Previous results have indicated that both the Dorado and Rubidoux
varieties have green fruits, epidermis, and pulp, in early stages of
fruit growth, with synchronous epidermis-pulp changes to yellow
fruits in the Dorado variety and to intense yellow fruits in the

Rubidoux variety, which, according to Pinzon et al. (2014), are
characteristic colors for these cultivars.

Color is a fundamental physical property of agricultural products
because of its high correlation with other physical, chemical, and
sensory indicators of quality in fruits and vegetables. Pigments
make fruits attractive and commonly accumulate in the cuticle
during the ripening process although many climacteric fruits also
accumulate pigments in pulp tissue during ripening (Bouzayen ez
al. 2010), as seen in figures 1 and 2 for the two peach cultivars.
According to Slaughter ef 4/ (2013), the color change is caused
by the enzymatic degradation of chlorophylls, synthesis of
carotenoids and anthocyanins, and variation in the cell pH. Color
change has also been related to an increase in ethylene since it
triggers chlorophyll degradation reactions and stimulates coloring
in berries by regulating genes involved in anthocyanin biosynthesis
(Bouzayen et al. 2010). The results indicated that the color index
in cultivars ‘Dorado’ and ‘Rubidoux’ is a very reliable parameter
for establishing harvest tasks, with synchronized external color
(epidermis) and internal color (pulp) under the studied conditions.

Soluble solids (SS) were adjusted to second (y = 3E-06x" + 0,0018x
+9,5623, R* 0.93) and third order (y = 1E-09x’ - 3E-06x" + 0,0043x
+ 8,9633, R* 0.87) polynomial models for Dorado and Rubidoux,
respectively. The Dorado variety obtained an initial value of 9.1
+ 0.63 °Brix, until reaching a maximum value of 15.9 + 0.9 °Brix
(1081.8GDD or 153 daff) (Figure 5A). The Rubidoux variety
presented a value of 9.0 £ 0.17 °Brix at 9.6GDD (30 dds), with a

Figure 5. Behavior of Soluble Solids (SS) in peach fruit of A) cv ‘Dorado’; B) cv ‘Rubidoux’. Behavior of Titratable acidity (T'A) in peach
fruit of C) cv ‘Dorado’; D) cv ‘Rubidoux’. Vertical bars at each sampling point indicate the standard error (n=0).
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continuous increase until reaching a maximum value of 15.5 + 0.3

°Brix at 1667.1GDD (205 daff) (Figure 5B).

The peach accumulates different types of soluble sugars and sugar
alcohols, mainly sucrose, glucose, fructose, and sorbitol (Cirilli ez
al. 2016). Sucrose is the predominant sugar in the peach mesocarp
at maturity, representing approximately 40 to 85 % of the total
sugar content, followed by Glucose and Fructose (in variable
proportions) (Brooks e# al. 1993). These sugars were possibly in
the evaluated cultivars. Starch accumulates in the eatly stages of
fruit development and is then rapidly metabolized, becoming
almost imperceptible in the maturity or the final phase (Lo
Bianco & Rieger, 2002). Hexoses are the most abundant sugars
in immature peach fruits until the phases of rapid growth or
cell elongation begin when sucrose becomes the predominant
sugar. This behavior may also occur in the Dorado and Rubidoux
varieties. While the accumulation pattern of glucose and fructose is
generally characterized by variations throughout fruit development,
the content is slightly higher in the early stages and progressively
declines until maturity (Desnoues ez a/. 2014).

For the titratable acidity (TA), the variety Dorado presented an
initial concentration of 0.56 * 0.09 % at 8.9 GDD (30 daff), with
a decrease up to 273.5 GDD (60 daff). Afterward, there was a
continuous increase up to 835.3 GDD (120 daff), reaching a value
of 1.12 £ 0.06 %, followed by a drastic decrease until hatvest, with
a final value of 0.66 £ 0.003 % at 1081.8 GDD (153 daff) (Figure
5C). The vatiety Rubidoux obtained an initial TA of 1.18 £ 0.06
%, which decreased up to 413.2 GDD (75 daff). Afterward, the
TA increased until a maximum value of 1.38 £ 0.01 % at 1431.6
GDD (180 daff). Then, the TA began to decrease until a value of
0.71 £ 0.05 % at 1667.1 GDD (205 daff), when the fruit reached
physiological maturity (Figure 5D).

The decrease in acidity observed in the first phase in the two peach
cultivars (Figure 5) may have been associated with the consumption
of organic acids as a result of the high respiratory rates in this stage,
as observed by Quevedo ¢ 4/ (2018) in variety Jarillo. However,
some reports indicate the opposite, where fruits accumulate organic
acids in the early stages of development (Cepeda e al 2021). The
increase found in phase 2 is uncommon for this species although it
has been found in some plums with increased malate that remains
constant during ripening and only decreases in a very advanced
stage of this process (Famiani ¢f @/. 2012). This result is consistent
with the findings of this study.

Most of the organic acids present in the pulp of fruits are not
imported; they are synthesized in the pulp from sugars (Etienne
et al. 2013). They accumulate in the pulp of many types of fruits
in certain stages of development (Famiani e# a/ 2015). The peach
may have important organic acids such as oxalic acid, quinic acid,
shikimic acid, citric acid, fumaric acid, and malic acid. The latter is
the predominant acid (Le Dantec e o/ 2010; Famiani e al. 2015).
However, TA, a general measure of acids in fruits, can vary between
cultivars, as evidenced in our study.

The results allow concluding that the behavior of several
physicochemical parameters was elucidated for Dorado and
Rubidoux varieties cultivated under high tropic conditions. The
fruit development cycle in Rubidoux is greater than in Dorado.
The firmness, soluble solids, and color index showed a typical
behavior for this species in the two cultivars. The acidity had a
marked increase during phase 2 of development but decreased
during maturation. The respiratory rate decreased between phase
1 and 3 but had an atypical increase in phase 2 in the two varieties.
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RESUMEN

Masdevallia coccinea es una orquidea llamativa, endémica de
Colombia, empleada en la generacién de hibridos ornamentales
con mds de una década, clasificada como una especie en peligro
de extincién. Entre las técnicas usadas para la propagacién in
vitro y ex situ de especies de la familia Orchidaceae, se estudia la
simbiosis micorrizica, debido a que esta familia micoheterétrofa
depende de una correlacién con estos hongos para subsistir en las
primeras etapas de desarrollo en estado silvestre. Con el objetivo
de caracterizar e identificar los hongos asociados a las raices de
M. coccinea, se realizé un estudio histolégico en raices y, a partir
de micropreparados, se caracterizd morfoldgicamente micro,
macroscopica y molecularmente diez aislamientos. Se identificé a
M. coccinea como una orquidea que presenta diferentes patrones
de colonizacién micorrizicos y con posibles efectos endéfitos de
los géneros Aspergillus, Scopulariopsis, Trichoderma, Ilyonectria 'y del
orden Xylariales en condiciones ex sizu.

Palabras claves: Colonizacién de raices; Hongos endéfitos; Hongos
orquideas; Micotrizas; Orquidea.

Aceptado: mayo 26 de 2022

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

Masdevallia coccinea is a striking orchid, endemic to Colombia,
used in the generation of ornamental hybrids, with more
than a decade classified as an endangered species. Among the
techniques used for in vitro and ex situ propagation of species of
the Orchidaceae family, mycorrhizal symbiosis is studied, because
this mycoheterotrophic family depends on a correlation with these
fungi to survive in the early stages of development in the wild. In
order to characterize and identify the fungi associated with the roots
of M. coccinea, a histological study was carried out on roots and
10 isolates were morphologically, macroscopically and molecularly
characterized from micropreparations. M. coccinea is identified as
an orchid with different mycorrhizal colonization patterns and with
possible endophytic effects of the genera Aspergillus, Scopulariopsis,
Trichoderma, Ilyonectria and the order Xylariales under ex situ
conditions.

Keywords: Endophytic fungi; Mycorrhiza; Orchid; Orchid fungi;
Root colonization.
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INTRODUCCION

Las micorrizas orquidioides son organismos flingicos que pueden
colonizar las células del cértex, con la formacién de haustorios
dentro de las paredes celulares de la raiz, permitiendo, a su vez,
el crecimiento de las hifas, a nivel intracelular, a través de la
membrana celular; debido al desarrollo de pelotones, un complejo
enrollamiento de hifas, a nivel intracelular, con una matriz de
interfaz que permite el intercambio de carbono, nitratos y fésforo,
este tipo de colonizacién se conoce como tolipofagia, que se
caracteriza, ademds, porque los pelotones degradados brindan
pectinas, celulosa y B-1,3-glucanos, para que, posteriormente, las
células puedan ser recolonizadas (Singh & Varma, 2000; Peterson
& Massicotte, 2004).

La relacién simbidtica entre las orquideas y los hongos formadores
de micorrizas se crefa una relacién parasitica, debido a que

se consideraba que las micorrizas proporcionaban nutrientes,
minerales y carbono a las semillas sin ninguna recompensa o,
al menos, hasta que la planta fuera fotosintéticamente activa
(Jacquemyn et al. 2015); sin embargo, Cameron ez al. (2006)
y Dearnaley & Cameron (2016) demostraron que las células
embrionarias maduras de las semillas de orquideas contienen un
orgdnulo de almacenamiento de proteinas, que podria producir
amonio por medio de catdlisis y que el amonio producido, a partir
de los cuerpos proteicos, se puede usar para atraer hongos e iniciar
la colonizacién, aunque la atraccién también puede ser posible con
nitrégeno organico, el 4cido glutdmico o la glutamina. En contacto
los dos individuos, se inicia una sefalizacién, que usa alrededor de
229 proteinas, que codifican la transduccién de senales simbidticas,
reaccién de defensa, utilizacién de proteinas de almacenamiento y
del metabolismo de nitrégeno, carbohidratos y lipidos (Chen ez al.
2017).

Figura 1. Masdevallia coccinea Linden ex Lindl. Foto: Manuel Almanza. Miembro de la Asociaciéon Bogotana de Orquideologia, ABO.
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Colonizada la semilla, la micorriza permite el ingreso del agua,
iniciando la imbibicién y la catdlisis de reacciones metabdlicas,
formando pelotones que transfieren azicares, fosforo y fuentes de
nitrégeno, como el amonio y los aminodcidos esenciales para el
crecimiento; por su parte, la semilla transloca lipidos a las hifas,
donde se metabolizan como fuente de carbono y se usan para el
crecimiento y el mantenimiento del hongo (Keymer ez 2l 2017;
Yeh et al 2019).

M. coccinea Linden ex Lindl. (Figura 1) es una orquidea de hibito
terrestre o litofitico, endémica de Colombia, con distribucién en
la Cordillera Oriental, entre un rango de 2.500 a 3.400 metros de
elevacién, en dreas himedas del bosque nuboso (Leathers, 2007).
Morfolégicamente es una orquidea cespitosa de hojas erectas, con
tallos cortos, cubiertos de envolturas tubulares, que desarrollan una
sola hoja apical lanceolada; no obstante, el tallo de la inflorescencia
es mds largo (hasta de 30 cm) y presenta una flor solitaria, con
un sépalo dorsal reflexible y dos sépalos laterales, que forman un
tubo mds largo que ancho; pétalos con abundantes tricomas, un
labelo inconspicuo, una columna paralela al labelo; una antera y
un estigma ventral con dos polinios lateralmente aplanados; con
respecto a su sistema radicular, sus raices son flexuosas y delgadas
(Cuervo Martinez et al. 2009).

M. coccinea es empleada en la generacién de hibridos ornamentales,
debido al aprecio de los agricultores y los coleccionistas aficionados;
se clasifica como una especie en peligro de extincién y aunque
presenta una distribucién geografica amplia, la alta degradacién
de su ambiente y su desmesurada recoleccién catalogan su
vulnerabilidad (Calderén-Sdenz, 2006; Cuervo Martinez et al.
2013; Minambiente, 2017).

Esta investigacién buscé identificar | os h ongos a sociados a 1 as
raices de M. coccinea, con el objetivo de conocer las dindmicas
de interaccién de un individuo en condiciones ex situ y estos
microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion del material vegetal. Cinco raices de crecimiento terrestre
de 4 a 5 cm de largo fueron colectadas de un individuo joven de M.
coceinea, sembrado en pino patula. La planta se adquirié en el 2012,
en un vivero comercial y, posteriormente, se conservé en la Unidad
del orquidiario de la Universidad de Ciencias Aplicadas vy
Ambientales U.D.C.A. Esta Unidad, se encuentra en condiciones de
de deshierbe
sanitarias y no realiza manejos con agroquimicos. Las cinco rafces

intemperie, realiza actividades manual,

podas
fueron analizadas en el laboratorio de Sanidad Vegetal.
Colonizacién micorrizica.

Fijacién de muestras de raices para examen microscépicos de la

colonizacién micorrizica: El procedimiento, se realizé6 de acuerdo
con lo descrito por Nieto Melo & Bailén Aijén (2016), con las
siguientes modificaciones: dos de las raices extraidas fueron

enjuagadas y sumergidas en 10 ml de formaldehido (CH:20), a

5 %; 10 ml de dcido acético (CHsCOOH), a 5 % y 180 ml de
alcohol etilico (C:HsOH), a 90 %, por 24 h. Tras este proceso, se
lavaron con agua destilada y, posteriormente, se deshidrataron con
50 ml de alcohol etilico, en concentraciones crecientes de 70 % (2
h), 80 % (1 h), 90 (1 h) y 100 % (1 h); seguido de un aclaramiento
del tejido, con una mezcla de 25 ml de alcohol etilico, a 5 % +
25 ml de xilol (CsHio), a 50 % (1 h) y 50 ml de xilol, a 100 %
(1 h). Para finalizar, se ejecuté la inclusién en parafina (60 °C),
con tres periodos de (1/2 h) sumergidos y 1 min de reposo entre
cada inmersién y culming este proceso, con la solidificacién de los
bloques a temperatura ambiente (20 °C).

De cada bloque parafinado, se realizaron cortes de 15 micrémetros
de grosor, en un micrétomo manual Leica RM2125 RTS; cada
lamina fue montada en portaobjetos y sumergidos en 50 ml de
xilol, a 100 % (1/2 h), 50 ml de alcohol etilico, a 100 % (1/2 h),
50 ml de alcohol etilico, 2 90 % (1/2 h) y 100 ml de agua destilada.
Tras el proceso, se obtuvieron cuatro cortes longitudinales y un
corte trasversal; dos de los cortes longitudinales y el corte trasversal,
se tifieron con 5 ml de azul de lactofenol, a 0,5 % y los otros dos
cortes longitudinales, con 5 ml de safranina, a 0,5 %. Cada montaje
fue observado en un microscopio NIKON ECLIPSE E200, un
adaptador NIKON TV lends 0.55 x y fotografiado con una cimara
digital NIKON DS-2My, con los objetivos 10x y 40x.

Aislamientos fingicos de raices.
Elaboracién de micropreparados: El procedimiento, se realizé de

acuerdo con lo descrito por Nieto Melo & Bailén Aijén (2016),
con las siguientes modificaciones: tres segmentos de las raices

fueron lavados en cdmara de flujo laminar y desinfectados con 20
ml de Tween 20 (5 s); 20 ml de alcohol etilico (C2HsOH), a 70 %
(60 s); hipoclorito de sodio (NaClO), a 25 % (30 s); al finalizar,
se realizaron tres repeticiones de enjuague con agua destilada y
esterilizada (120 s). Cada rafz se dividié en las siguientes zonas:
C (Zona de crecimiento), B (Zona basal), A (Meristemo apical)
y fueron cortadas en cinco secciones de 0,5 cm y sembradas en
una caja Petri, de 9 x 1,4 cm, con 20 ml de PDA, con un pH 5,0.
Posteriormente, cada caja Petri fue depositada en una incubadora
a 20 °C, en oscuridad por 8 dias, para finalizar su crecimiento, en
condiciones ambientales dentro del laboratorio de Sanidad Vegetal
(7 dias). Transcurrido el periodo de incubacidn, se purificaron las
colonias observadas.

Identificacién de colonias fiingicas.

Identificacién _macro _y  microscpica: La identificacién
macroscopica fue realizada de cada colonia pura, registrando las
siguientes variables: velocidad de crecimiento (cm”/24 h), forma
de la colonia, altura y color de las hifas aéreas, color base y textura
superficial (Chen er al. 2012). Las colonias fueron observadas en
un estereoscopio Advance dptica modelo SE2200, con la luz blanca
reflejada y se usé la cartilla Pantone, como sistema de estandarizacién
de color (Pantone, 2017). Respecto a la identificacién microscépica,
se usé una cdmara himeda en caja Petri, obteniendo micelio
en un cubreobjeto que, posteriormente, fue montado en dos
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portaobjetos, para su visualizacién, en objetivos 40X y 100X; a cada
portaobjeto, se le adiciond una gota de azul de lactofenol y una gota
de safranina. Los hongos aislados, se identificaron de acuerdo con
la clave dicotémica y descripcion de géneros de hongos imperfectos
de Barnett & Hunter (1998).

Velocidad de crecimiento radial: Un disco de micelio de 48 h de
crecimiento fue sembrado por triplicado en cajas Petri, de 9 x 1,4
cm, con medio PDA, con 4,1 de pH, a 18 °C. El crecimiento
se delimité cada 24 h durante cuatro dias; posteriormente, el
drea de crecimiento se determind a través del programa image].
Tras la tabulacién de los datos, se realizé un ajuste mediante una
ecuacién de regresidn lineal, para calcular la pendiente de la curva
de crecimiento, que corresponde a la velocidad media radial de
cada especie fingica. Los datos fueron evaluados en un andlisis de
varianza, para determinar si las medias eran iguales o no (Pereira ez
al. 2007). A partir de este resultado, se usé la prueba Tukey, para
identificar la colonia o las colonias que fueran diferentes, tomando
en cuenta un valor critico de prueba 4,72; 11,39, como valor del
cuadro del error medio y 4, como “n”, obteniendo de esta forma un
HDS (Honestly-significant-difference) de 7,0.

Identificacién molecular.

Aislamiento y purificacién del DNA: Para este proceso, se usé el
kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN), que comprende un método de

eliminacién de inhibidores (IRT), obteniendo un ADN de un alto
nivel de pureza, lo que permite una amplificacién por PCR mis
exitosa de los organismos de la muestra.

Amplificacién del ADN: La amplificacién de la regién ITS (Internal
Transcribed Spacer) del ADN ribosomal fingico, se realizé con
los iniciadores ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG), en reacciones de 25 pL,
que contienen 12,5 uL de mezcla PCR-100-2X Corpogen, 1 pL
de cada iniciador a 10 uM (Concentracién final: 0,4 pM), 2 uL de
ADN purificado y 8,5 pL de agua tipo PCR Corpogen.

La muestra, se amplificé usando un termociclador BIORAD
C1000, (Denaturacién inicial 95 °C, 5 min; 35 ciclos de
denaturacién, a 95 °C, 30 s; anillamiento 55 °C, 30 s; extensién 72
°C, 45 s; extensién final 72, °C 5 min); posteriormente, se purific
el producto mediante precipitacion alcohdlica.

Secuenciacién: Se realiz6 mediante el método de Sanger del
producto amplificado por PCR, con los iniciadores universales ITS4
e ITS5, utdilizando el kit “ABI PRISM® BigDyeTM Terminator
Cycle Sequencing”, electroforesis capilar y un secuenciador ABI
PRISM® 3730XL Analyzer (96 capillary type); posteriormente, se
realiz6 limpieza y el ensamblaje de las secuencias, para obtener la
secuencia problema, empleando el software Geneious.

Andlisis taxonémico: El andlisis, se realizé a través de la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), compardndolas contra las
bases de datos: GenBank, EMBL (European Molecular Biology

Laboratory), DDB] (DNA Data Bank of Japan), PDB (Protein
Data Bank) y RefSeq. Adicionalmente, se comparé contra la base de
datos de UNITE (https://unite.ut.ee) y la herramienta “Classifier”,
alojada en el sitio Web de RDP (Ribosomal Data Project),
obteniendo el 99 % de identidad en cada una de las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Colonizacién micorrizica en raices. El corte trasversal evidencia
colonizacién fungica dentro de la raiz de estudio; se observéd
que, en el velamen, el hongo se desarrolla de forma intracelular
(hifas engrosadas con crecimiento rectilineo); en la exodermis, la
colonizacién no interactda con todas las células, pero el desarrollo
longitudinal de las hifas se extendié desde el velamen hasta la
endodermis, de forma intercelular; dentro del parénquima cortical,
las células presentaron discrepancia en su tamano sin ningin
patrdn, pero evidencian hifas o pelotones degradados.

La vista del corte longitudinal de la raiz permitié evidenciar que
el tejido tenido con safranina presenta la deformacién celular, a
causa del desarrollo del pelotén activo (Figura 2A); no obstante,
también se identificé un patrén en la lisis de los pelotones en
paralelo al sistema vascular de la rafz, presentdndose de tamafio
similar y de forma continua, indicando una zona fenoldgica activa.
Respecto a la tincién con azul de lactofenol, se observé la presencia
de pelotones activos y degradados sin ningtin patrén; también se
detallé que este organismo forma estructuras, tanto en el velamen
como en la endodermis, simultdneamente (Figura 2B). La vista
longitudinal, adicionalmente, demuestra colonizacién por ambos
lados del cilindro vascular, que estarfa acorde con el pardmetro de
recoleccion de las raices, ya que la penetracién de los hongos estd en
relacién con el contacto directo del suelo en orquideas terrestres y
con la corteza en epifitas (Balachandar ez /. 2019).

Los resultados anteriores sugieren que, en esta etapa vegetativa,
M. coccinea estd en un proceso de interaccién micorricica activa
(Jiménez-Pefa et al. 2018), por lo menos, con dos hongos
formadores de micorrizas simultdneos, dado a las dos colonizaciones,
anatémicamente distintas, procedentes de raices diferentes
(Gonzdlez-Chévez er al. 2018; Ventre Lespiaucq et al. 2021). La
diferencia mds notoria dentro de la colonizacién es el patrén en
la formacidn de los pelotones (Figura 2A). En una de las raices, se
presentaron crecimientos longitudinales con un mismo periodo de
desarrollo y un posible ciclo de colonizacién; esto se debe, a que
las células que presentan lisis en los pelotones son mds proximas al
cilindro vascular y aquellas con pelotones activos estdn més cerca de
la exodermis, lo cual, puede ser el resultado de una recolonizacién
fungica. La colonizacién tefiida con azul de lactofenol, se
caracteriza por la formacién de estructuras, desde del velamen hasta
la endodermis, de forma simultdnea y sin ningin patrén, pero,
principalmente, se detalla la interaccién con el cilindro vascular
(Figura 2B) (Pylro ez al. 2013). Aunque las dos colonizaciones son
diferentes, las dos interacttian de forma intercelular, conocida como
tolipofagia, propia de las endomicorrizas de orquideas (Ordéfez er

al. 2015).
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Figura 2. Colonizacién de micorrizas en vista de corte longitudinal. a) Tincién de safranina; b) tincién de lactofenol. PA: pelotén activo;

PE: pelotén degradado; VE: estructura en el velamen; CV: penetracién en el cilindro vascular.

Pese al gran papel que tienen los hongos en la simbiosis es la
orquidea la que tiene mayor influencia. Dearnaley & Cameron
(2016) determinaron que las orquideas poseen la facultad de
orientar el movimiento de los hongos en la rafz y pueden interferir
a tal grado de alterar colonizaciones para que cumplan una funcién
simbidtica (Sathiyadash ez al. 2012; 2020). Esta caracteristica de las
orquideas podria explicar las diferencias en la colonizacién de las
dos raices, indicando de que cada rafz puede interactuar con hongos
micorricicos de forma independiente.

Aislamientos fiingicos de raices. Se obtuvieron 10 aislamientos
de hongos puros; 30 combinaciones de hongos y bacterias y cinco
asociados solo a bacterias; se seleccionaron solo las colonias fingicas
puras. La identificacién de bacterias es inesperada, ya que se
establecieron medidas para limitar la presencia de bacterias. Teixeira
Da Silva et al. (2015) resaltan la presencia y el papel de las bacterias
como simbiontes en la correlacién entre hongos micorrizicos y las
raices de las orquideas, asociando, de esta manera, que las bacterias
afines a las raices de orquideas tengan caracteristicas adaptativas
diferentes.

El mayor porcentaje de los aislamientos, se ubicaron en la seccién
C (40 %); en las secciones B y A, se distribuyé el 30 %, a cada una.
El 60 % se aislaron de la rafz No. 1; el 30 %, en la raiz No. 2 y en
la raiz No. 3, solo obtuvo el 10 %. Respecto a la correlacién de la
regién radicular y el porcentaje de microorganismos hallados, se
puede considerar que, la razdén por la cual, un hongo se ubica en
partes continuas de una sola raiz, puede estar relacionado con el
crecimiento longitudinal, asociando, al tiempo que ha interactuado
con el tejido vegetal, ya sea de forma exdgena o endédgena (nivel de
micorrizacién) (Ordéhez et al. 2015).

Se identific que algunas cepas tuvieron un crecimiento mds rdpido
que otras, donde la velocidad media muestra tres rangos: primero,
aquellas cepas con medias radiales de crecimiento menores de 2
cm’/24 h, seguido por cepas con velocidades entre 6y 8 cm?/24 h'y
aquellas cepas con valores mayores de 8 cm’/24 h. La prueba Tukey

determiné que en la velocidad de crecimiento los aislamientos C14
y C12 presentan una diferencia significativa con respecto a Al4,
Al5, B12 y B25, y Al15 y B12, respectivamente. Este resultado
puede estar relacionado con la naturaleza del microorganismo.

Identificacién de colonias fiingicas. Todas las cepas pertenecen
al filo Ascomiceto, subdivisién que alberga hongos simbidticos
asociados a orquideas (Martos et al 2012). La identificacién
molecular comprueba, en algunos aislamientos, los resultados de
la caracterizacién microscdpica, como es el caso de las cepas A31 y
Cl11, pertenecen al género Aspergillus; B24 y C25, corresponden a
Scopulariopsis y las cepas C12 y C14, integran la especie Trichoderma
viride; sin embargo, las cepas A14, A15 y B12, que se identificaron
como Cylindrocarpon, fueron agrupadas al género llyonectria y el
aislamiento B25, se identific6 como parte de familia teleomérfica
Xylariaceae, perteneciente del orden Xylariales. El porcentaje de
identidad genética no permitié una identificacion a nivel de especie
o de género de todas las muestras; esto se debe, a que muchas
especies atin no estdn ingresadas en los bancos de datos, por lo
cual, es util resaltar que las secuencias que no se lograron identificar
hasta especie o género, corresponden a organismos que no estaban
registrados.

Ilyonectria sp.: Las cepas Al4, Al15 y B12, que se identificaron
microscépicamente como Cylindrocarpon vy, posteriormente, al
género llyonectria, un género que es filogenéticamente congenérico
con Cylindrocarpon (Chaverri ez al. 2011). Microscépicamente,
los aislamientos de Ilyonectria presentaron las caracteristicas
propias del género, desarrollando conidiéforos simples y formando
clamidosporas, ya sea entre micelio o de forma terminal,
permitiendo la supervivencia en condiciones desfavorables.
Posteriormente, también se observé la liberacién de conidias; sin
embargo, comparando las cepas obtenidas no se pudo determinar
muchas similitudes con individuos ya categorizados de especies de
este género (Cabral ez al. 2012; Aiello ez al. 2014). En condiciones
in vitro, el caricter de conidios hialinos ovoides asociaria a
los aislamientos Al4, Al15 y B12, con la especie I protearum.
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Morfolégicamente, los aislamientos obtenidos en esta investigacién
de Ilyonectria tendieron a tener colores tierra y, a medida que pasaba
el tiempo, el micelio se oscurecfa, patrén acorde a este género.
Ilyonectria es un género que, en los Ultimos afios, se reconoce
como simbionte de orquideas en especies, como Paphiopedilum
spicerianum, originaria de China y Pleurothallis coriacardia, nativa
de los Andes (Maldonado ez a/. 2020).

Trichoderma viride: A nivel microsc6pico, se captaron conidiéforos
ramificados, compactos, con atenuacién en un cuello largo,
finalizando con conidios globosos; esta descripcién comprende lo
descrito por Saha & Rao (20006), de 7. viride, aislado de la orquidea
Cymbidium. Macroscdpicamente, los aislamientos presentaron el
color blanco del género y la especie, pero, adicionalmente, en su
estado de colonizacidn, presenta su crecimiento arbolario, clave en
su identificacién (Zi et al. 2014). En este estudio, se caracterizé
el ripido crecimiento de estos aislamientos, pardmetro que puede
estar asociado a la eficiencia de este género, como competidor de
espacio (Cano, 2011). Trichoderma es un género que desarrolld
participacién en términos de simbiosis, aunque, principalmente,
no se le atribuye como micorriza; su papel relevante esta como
degradador de celulosa, biocontrolador, inductor de resistencia,
promotor de crecimiento y de tolerancia a estrés hidrico
(Herndndez-Melchor et al. 2019).

Aspergillus sp.: En el caso de Aspergillus, la observacién microscdpica
identific6 en los extremos de las hifas estipites con vesiculas esféricas
y con conidios globosos; en la caracterizacién macroscépica, una
de las colonias que se encontrd, se desarrollé formando una estera
micelial de tonalidad pélida, seguido de un crecimiento oscuro y
finalizando con un aro de color claro, que indica su inmadurez; sin
embargo, la otra colonia presenté un estado mds maduro, indicado
por su tonalidad oscura. Referente a la velocidad de crecimiento,
los aislamientos mostraron un valor moderado, que se enmarca con
los observados por Luna et al. (2010). Aspergillus ha sido conocido
por ser un hongo oportunista y patdgeno; no obstante, cuando
coexisten con orquideas se les atribuye otras capacidades, por
ejemplo, reportaron asociaciones cooperativas entre A. fumigatus
y Vanilla panifolia (Khoyratty et al. 2015), pero en las especies
de Laelia, se demostr$ susceptibilidad al ataque de este género
(Almanza-Alvarez er al. 2017); otro ejemplo lo reportan Sahoo
& Gupta (2018), donde demostraron el papel de A. fiumigatus y
A. niger en la solubilidad de fésforo o como biocontroladores de
plagas al liberar toxinas, como es el caso de A. flavus y A. ochraceus

(Sudheep & Sridhar, 2012).

Scopulariopsis _sp.:  Scopulariopsis, se
textura aterciopelada, una coloracién desde marrén a canela y

caracteriz6 por una

microscdpicamente las hifas fueron hialinas y septadas, que le dan
paso a los conidiéforos donde se forman conidios, los cuales, son
globosos vy, principalmente, se desarrollan con una base truncada;
todos estos pardmetros concuerdan con caracteres de identificacién
en un estudio de especies de este género, ademds, corrobora el
crecimiento moderadamente rdpido que los resultados demuestran
(Sandoval-Denis ez al. 2016). En este mismo sentido, Scopulariopsis
fue descubierto en las raices de Dendrobium sagittatum, un

espécimen silvestre del pueblo de Turgo Village Pakem, Indonesia
(Sugiyarto ez al. 2016); asimismo, es un género reconocido como
hongo endéfito de plantas silvestres (Bolivar-Anillo ez a/. 2016).

Xylariaceae: El aislamiento B25, se identific6 como un género
anamérfico Nodulosporium de la familia teleomdrfica Xylariaceae,
perteneciente del orden Xylariales (Stadler er a/. 2014; Wittstein
et al. 2020). Las caracteristicas relevantes macromorfoldgicas de
este aislamiento son: crecimiento crateriforme, el color claro de sus
hifas y estromas inmaduros, caracteristicas que se han mencionado
en especies de Daldinia; no obstante, su lento crecimiento puede
estar relacionado con el pH bajo del medio y la temperatura
ambiente donde se mantuvieron los aislamientos. Por otro lado, en
el microscopio, se observaron las esporas de forma ovoide-eliptica
y en el crecimiento, engrosamiento en las células formadoras de
conidiéforos, sin poder determinar caracteres para identificar
especies de Daldinia (Pérez-Silva, 1973; Stadler et al. 2014). A
nivel ecoldgico, la familia Xylariaceae, se ha asociado a las orquideas
como hongos endéfitos descomponedores y entre los géneros
reconocidos, se menciona a Daldinia (Sawmya et al. 2013); sin
embargo, Daldinia eschscholtzii, un hongo asociado a orquideas
tailandesas, metaboliza una gama de policétidos aromdticos con
actividad antimicrobial (Barnes ez al. 2016) y Daldinia cf. concéntrica
demostré que los compuestos orgdnicos voldtiles que sintetiza
tiene actividad nematicida en huevos y en estados jévenes de
Meloidogyne javanica (Liarzi et al. 2016); por otro lado, Hansfordia
es un género con muy poca informacién y sus reportes abarcan su
capacidad de hiperparasitismo (Vivas et al. 2021), pero también se
ubicéd Hansfordia granulosa en las raices de la orquidea Loroglossum
hircinum; no obstante, no fue identificada su relacién (Richardson
& Currah, 1995). Ademds, se caracterizé la familia Xylariaceae
como saprofita de madera, dando, en este aislamiento, contexto
como hongo benéfico para la orquidea (Barnett & Hunter, 1998).

Las diferentes funciones que tienen los hongos mencionados
permiten identificar su potencial como hongos endéfitos de M.
coccinea; sin embargo, es necesario continuar realizando estudios
que evidencien su papel. Esta investigacién evidencia la capacidad
de una pldntula de M. coccinea para interactuar con hongos en
condiciones ex situ, pero no concluye, si los hongos aislados
cumplen una funcién como hongos formadores de micorrizas
o si los pelotones presentes en sus raices fueron desarrollados en
condiciones ex situ.
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RESUMEN

Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. f. es una orquidea epifita que
crece sobre 4rboles, en zonas poco intervenidas. Para la germinacién
de sus semillas y en los estadios iniciales de su desarrollo forma
relaciones simbidticas con hongos micorricicos, los cuales, brindan
los nutrientes que necesita. En el municipio de Fusagasugd esta
especie crece en condiciones naturales y debido a la belleza de sus
flores es promisoria para su produccién comercial, pero hay poca
informacién sobre los microorganismos asociados a esta planta;
por lo tanto, el presente trabajo tuvo como propésito identificar, a
nivel de género, los hongos asociados a las raices de R. granadensis,
en el agroecosistema Hacienda Betania. Se tomaron muestras de
raiz, anotando el forofito donde se encontraban las plantas. En
laboratorio, se dividieron en tres extremos: proximal, medio y distal
y se realizaron cortes transversales, para identificar enrollamientos
hifales. Adicionalmente, se sembraron explantes en agar papa
dextrosa, agar Sabouraud y medio de Ko y Hora. Se identificé al
género Rhizoctonia, con una frecuencia del 95 %. Se encontré que
el 70 % de las plantas muestreadas crecfan sobre drboles de guayabo
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y el 30 % sobre citricos. Los resultados indican que R. granadensis
pueden tener interacciones con hongos del género Rhizoctonia.

Palabras clave: Enrollamientos hifales; Forofitos; Micosimbionte;
Orchidaceae; Rhizoctonia.

ABSTRACT

Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. f. is an epiphytic orchid
that grows on trees in areas with little intervention. For seed
germination and the initial stages of development, it forms
symbiotic relationships with mycorrhizal fungi, which provide the
necessary nutrients. In the municipality of Fusagasugd, this species
grows in natural conditions and, due to the beauty of its flowers is
a promissory specie to commercial production, but there is little
information about the microorganisms associated with this plant;
therefore, the purpose of this work was to identify, at the genus
level, the fungi associated with the roots of R. granadensis in Betania
farm. Root samples were taken, noting the phorophyte where
the plants grew. In the laboratory, they were divided into three
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sections: proximal, middle, and distal, and made cross-sections
to identify hyphal curls. Additionally, explants were put in potato
dextrose agar, Sabouraud agar, and Ko and Hora media. The genus
Rbizoctonia was identified, with a frequency of 95 %. It was found
that 70 % of the sampled plants grew on guava trees and 30 % on
citrus. The results indicate that R. granadensis may have interactions
with fungi of Rhizoctonia genus.

Orchidaceae;  Mycosymbiont;

Keywords:  Hyphal  coils;

Phorophytes; Rhizoctonia.
INTRODUCCION

La familia Orquidaceae es uno de los taxones con mds especies
reportadas (Chase ez al. 2015). En Colombia, en términos de
riqueza y de abundancia, la regién Andina cuenta con un 87,2 %;
Amazénica y Pacifica, con 10,6 %; el Caribe, 5 % y la region de la
Orinoquia, 4 % (Mejia Rosero & Pino Benitez, 2010). La mayoria
de las especies de orquideas tienden a tener dreas de distribucién
restringidas y muchas especies se encuentran en peligro de extincidn,
debido a la pérdida de hdbitat, ocasionada por la expansién de la
frontera agricola, el desarrollo urbano, la degradacién del hdbitat de
los parches restantes y la pérdida de interacciones ecoldgicas criticas
(Gale et al. 2018; Evans et al. 2020; Shefferson ez al. 2020).

Dentro dela familia Orquidaceae se encuentra el género Rodriguezia,
que cuenta con mds de 30 especies; es una orquidea epifita, que
forma grupos pequefios de pseudobulbos (entre uno a veinte),
una hoja por pseudobulbo e inflorescencias laterales colgantes (1
o0 2 por pseudobulbo) (Ospina-Calderdn er al. 2015). Las plantas
crecen en grupos de varios ejes, en zonas de baja humedad y
alta luminosidad y se pueden encontrar ficilmente sobre cafetos
(Coffea arabica), guayabos (Psidium guajava), citricos (Citrus spp.),
pomarrosos (Syzygium jambos), mids precisamente, sobre la corteza
desnuda de estos arbustos (Calderén, 2006; Valencia, 2014). En
Colombia, Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. £, se reporta en
bosques andinos, en rangos altitudinales que van de los 700 a los
3.900 m s.n.m. (Calderén, 2006; Gil & Jicome 2014), siendo, un
ejemplo, la Reserva Forestal natural de Yotoco, en el Valle del Cauca
(Ventre-Lespiaucq et al. 2017). Esta orquidea presenta su floracién
y produccién de cdpsulas en las épocas de mayor precipitacién (Gil-
Clavijo ez al. 2020).

Las plantas de la familia Orchidaceae son micdtrofas y este
fenédmeno se observa, principalmente, en la germinacién de la
semilla y en la fase vegetativa (Sarsaiya ez al. 2019; Sathiyadash
et al. 2020). En la interaccién micorricica entre hongo y planta,
las orquideas dependen de los nutrientes que le proporciona el
micosimbionte, el cual, les suministra minerales, agua y carbono
(Kuga et al. 2014). La importancia de la relacién simbiética que
existe entre microorganismos endéfitos, rizosféricos o micorrizicos
y las raices de las orquideas radica en hacer posible la germinacién
de las semillas y la toma de nutrientes, debido a que, en ausencia o
déficit de éstos, los procesos fisiolégicos de estas plantas se podrian
ver afectados (Jacquemyn ez al. 2017; Herrera et al. 2017). La
relacién simbidtica entre las orquideas y los hongos formadores de

micorrizas es diferente a otras simbiosis, ya que, al principio, es
unidireccional, debido a que el hongo le aporta a la semilla y aunque
se crey6 que los hongos micorricicos no recibfan recompensa, hoy,
se sabe que estos también reciben carbono, cuando las orquideas
han crecido y desarrollan hojas para hacer fotosintesis (Dearnaley
& Cameron, 2016; Yeh ez al. 2019). Por tanto, la distribucién de las
orquideas también estarfa influenciada por la presencia de hongos
formadores de micorrizas (Jacquemyn ez al. 2017).

Las hifas de los hongos micorricicos forman complejos en espiral
llamadas pelotones en la regién parenquimdtica del cértex de las
raices. Los pelotones varfan en cuanto a forma, tamafio y arreglo
de la masa hifal (Hadley & Williamson, 1971; Kaur, 2020). Los
pelotones pueden ser funcionalmente activos durante algtin periodo
de tiempo y, posteriormente, se desintegran o se lisan dentro de las
células corticales, formando una estructura redonda agrupada o en
forma de disco; se tornan de color amarillo o café (Kaur, 2020).

Los hongos formadores de micorrizas juegan un rol importante en
los procesos germinacion y de establecimiento de las orquideas en
los diferentes ecosistemas, por lo cual, el objetivo de la presente
investigacion fue identificar los géneros de los hongos formadores
de micorrizas asociados a las raices de R. granadensis, presentes en el
agroecosistema Hacienda Betania, en el municipio de Fusagasugi,
Cundinamarca, como marco inicial del desarrollo de protocolos de
germinacion y de establecimiento de esta orquidea, para produccién
comercial.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La investigacion, se realizé en el agroecosistema
Hacienda Betania, ubicada en la vereda El Resguardo, corregimiento
Occidental del municipio de Fusagasugd, departamento de
Cundinamarca, propiedad de la Alcaldia municipal, con
coordenadas Latitud 4° 21’ 37,3” N y Longitud 74° 22’ 29,98”
W. Esta 4rea corresponde a la zona de vida denominada bosque
himedo montano bajo (Bh-MB), con una altitud entre los 1.400 y
1.600 m s.n.m. y una temperatura entre 18 y 24 °C. Esta hacienda
cuenta con un bosque en recuperacién que, anteriormente, se
dedicaba a la produccidn de café (C. arabica).

Fase de campo. Para la colecta de las muestras, se realizé un
recorrido general de la hacienda Betania, con el fin de identificar
la presencia de R. granadensis en floracién (Figura 1), determinar
los puntos de muestreo y ubicar plantas que no mostraran sintomas
visuales de problemas fitosanitarios ni de deficiencias nutricionales.
Para el muestreo, se identificaron los forofitos (soporte o tutor de
una planta epifita), que tuvieran las orquideas que se buscaban (R.
granadensis), como los puntos de muestreo en donde cada planta
representaba una muestra (en algunos forofitos, se encontré mds de
una planta). Las muestras, se obtuvieron a partir de forofitos a una
altura no mayor a 3 metros, para facilitar la colecta.

Para la toma de las muestras, se tomé una muestra de raiz completa
por planta con ayuda de un bistur{ desinfectado, previamente, con
etanol al 70 %; luego, las muestras colectadas se envolvieron en
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Figura 1. Rodriguezia granadensis en la Hacienda Betania (Fusagasugd, Cundinamarca).

servilletas y se guardaron en bolsas de papel, rotuladas con los datos
de punto de muestreo, forofito y estado fenolégico de la planta.
Las muestras, se almacenaron en nevera e, inmediatamente, se
trasladaron al laboratorio de microbiologfa de la Universidad de
Cundinamarca - sede Fusagasugd, para el respectivo aislamiento, en
un lapso no mayor a 24 horas, después de su recoleccion.

Fase de laboratorio: observacién de enrollamientos hifales.
Cada muestra compuesta por la raiz completa, se dividié en tres
submuestras: proximal (P), media (M) y distal (D) (Figura 2);
luego, se hicieron cortes transversales en cada submuestra, para
obtener explantes de, aproximadamente, 1 mm, los cuales, se
observaron al microscopio, con el fin de observar enrollamientos
hifales (pelotones).

Aislamiento. El aislamiento, se realizé utilizando la metodologia
adaptada de Ordéfiez C. ez al. (2012); las raices se lavaron con agua
potable, para eliminar residuos; luego, se realizaron cortes de 0,5
cm de longitud (explantes) de la raiz, para obtener las submuestras
(B M y D), las cuales, se desinfectaron, superficialmente, con un
tratamiento de lavado inicial con hipoclorito de sodio al 5 %,
durante 30 segundos, luego con etanol, al 70 %, por 30 segundos y
un enjuague con agua destilada estéril, por un minuto.

La siembra de los explantes desinfectados, se realizd sobre un
medio de cultivo de papa dextrosa agar (PDA) 39 g.L-1 + 0,05 g.L-1
para  inhibir el
posteriormente, se realizaron tres repiques para la obtencién de
cultivo en el medio Sabouraud dextrosa agar (SDA) 65 g.L‘1 +0,05gL-1

de doranfenicol, crecimiento  bacteriano;
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Figura 2. Esquema de la muestra con las respectivas partes utilizadas para el aislamiento de raiz de la orquidea Rodriguezia granadensis.

de cloranfenicol y un dltimo repique en medio selectivo, para
Rhizoctonia (Ko y Hora). Las muestras, se mantuvieron en una
incubadora Binder® serie bd avantgarde.line, a una temperatura de
25 °C, hasta observar el desarrollo micelial de los hongos asociados
a la rafz (Moreno Lépez & Ariza Castillo, 2020).

Identificacién macroscépica y microscépica de los géneros.
La descripcién de las caracteristicas macroscdpicas, se realizé a los
7 dias después de siembra, en donde se evalud: textura, tipo de
crecimiento y presencia del micelio. La identificacién de los hongos,
se realizéd utilizando un microscopio binocular Leica® Dm500,
empleando la clave taxonémica de Barnett & Hunter (1998).

Determinacién del indice de diversidad, frecuencia de
colonizacién y abundancia de los hongos encontrados. Para
determinar la diversidad de los hongos micorricicos encontrados,
se utilizé el indice de Shannon-Wiever (H") (Beltrdn-Nambo e 4/.
2018); se evalud el porcentaje de frecuencia de colonizacién (%
FC=((ndmero de unidades muestreadas positivas para la especie/
nimero de unidades muestreadas analizadas)x100) y abundancia
relativa (% A= ((nimero de aislamientos del género/niimero de
aislamientos totales)x100)), del hongo identificado (Lizarazo et al.
2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de campo. Fl total de plantas de R. granadensis encontradas fue
de 20, en 11 puntos diferentes, las cuales, estaban sobre guayabos y
citricos, de la siguiente manera: 70 % de las muestras, en arbustos
de guayabo, de los cuales, un 70 % estaban senescentes y, el otro 30
%, en produccion; 20 % en arbustos de naranjo (Citrus X Sinensis),
que se encontraban en fase de produccién y el 10 % restante, en
arbustos de mandarino (Citrus reticulata); de éstos, un 60 %, se
encontraba en produccion y, el otro 40 %, senescentes.

La distribucién de R. granadensis es similar a la reportada
por Reina-Rodriguez & Otero (2011), quienes indican
que, en hdbitats transformados o intervenidos, esta orquidea se
distribuye en parches y muestra preferencia por arbustos de
guayabos y de citricos. De manera similar, Gil-Clavijo ez al.
(2020) reportaron a los guayabos como el forofito donde crece
R. granadensis, en un paisaje fragmentado en el Valle del Cauca
(Colombia), lo cual, se debe a las condiciones ambientales que
estos le proporcionan (Mejia Rosero & Pino Benitez, 2010).
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Fase de laboratorio

Identificacién de enrollamientos hifales (pelotones). En los
cortes transversales de las diferentes partes de la raiz de R
granadensis analizadas por separado (Figura 3), se obtuvo que, en las
submuestras del extremo proximal, un 70 % de las células
presentaron pelotones; en la submuestra parte media de la rafz,
un 60 % y en el extremo distal de la raiz, un 35 %.

Rivas er al. (1998), Rasmussen & Whigham (2002) y Bertolini ez
al. (2014) encontraron pelotones en raices que estaban en contacto
con el sustrato, es decir, la corteza del forofito, debido a que en las
orquideas epifitas los hongos entran en contacto con el sustrato por
medio de las hifas, que salen de las raices y absorben nutrientes.

Figura 3. Corte transversal en rafz de la orquidea Rodriguezia granadensis. a) Cilindro central sin presencia de pelotones; b) Corte

transversal con presencia de pelotones; c) Pelotones e hifas tenidos con azul de metileno; d) Acercamiento de pelotones. Fotografia

microscdpica (40x y 100x).

Zettler & Corey (2018) indican que los pelotones son digeridos
como fuente de carbono (micotrofia), de una forma controlada,
segiin las necesidades de la planta; por otra parte, el nimero de
pelotones en la raiz varia de una planta a otra. En las plantas epifitas,
a inicios de las épocas lluviosas, se encuentra mayor cantidad
respecto a la temporada seca. Osorio-Gil ez a/. (2008), Bertolini ez
al. (2014) y Jiménez-Pefa ez al. (2018) reportan que la cantidad de
pelotones se incrementa al aumentar la madurez de la raiz y al estar
en contacto con el sustrato, es decir, la corteza del forofito y al ser
estas plantas epifitas, su desarrollo estd sujeta, en cierta forma, a la
asociacion micorrizica, es decir, depende del carbono suministrado
por el hongo. Asimismo, Ma ez al. (2015), también observaron
pelotones en raices de las orquideas epifitas Dendrobium spp. y
Cymbidium spp., que estuvieron en contacto con el sustrato.

Caracterizacién _microscépica de las muestras. Se obtuvieron
44 submuestras, de las cuales, 39 pertenecen al género-forma
Rhizoctonia (Figura 4), lo que corresponde al 88,64 % de los
aislamientos; cinco submuestras (11,36 % de los aislamientos),
no presentaron esporulacién y se denominaron micelia sterilia, ya
que tampoco se logré observar las caracteristicas que permitieran
identificarlos como Rhizoctonia. El género-forma Rhizoctonia, se
caracteriza por la ausencia de conidias y por formar hifas hialinas,
cuando pasa por su etapa juvenil y, a medida que va madurando,
se torna de color amarillo, café rojizo a oscuro. Se pueden observar
células largas y ramificaciones formando un dngulo recto con la hifa
principal, haciéndose mds estrecha en el punto de la bifurcacién
y la presencia de un septo cerca de ésta (Figura 4 a, b, ¢, ¢, f, g).
En ocasiones es posible observar células elipsoides a globosas,
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conocidas como células monilioides (Figura 4 d, h, i, j) (Ding ez al.
2014; Zettler & Corey, 2018).

Caracteristicas_macroscdpicas de los aislamientos. El 70 % de

las submuestras caracterizadas presenté una textura micelial
algodonosa; el 30 % restante, tuvo una textura felposa. En cuanto

Figura 4. Aislamientos de hifas tefiidas con azul de lactofenol identificadas morfolégicamente como género-forma Rhizoctonia; vista
microscdpica en 40 x y 100 x. a) PAMGF; b) PAM4M; ¢) PIM1M; d) PAMGM, se puede observar células monilioides; e) PAM1M,; f)

P4M4M; g) P2M11; h) P2M1M; i) P2M2I; j) PSMIM.

al tipo de crecimiento de las colonias, el 31,82 % presentaron color
blanco; el 27,27 %, café rojizo; el 20-45 %, color café oscuro y el
20,45 % restante, amarillo. En cuanto a la presencia del micelio, el
40,91 % fue abundante; el 36,36 %, moderado y 22,73 %, poco
(figura 5). Se ha descrito que el color de las colonias del género
Rbizoctonia varfa entre colores que van de blanco, crema a castafio
y crecimiento abundante (Giovannini ez al. 2005; Zettler & Corey,
2018), lo cual, coincidid con lo observado en esta investigacion.

Segin la parte de la rafz, se presenté mayor porcentaje del género-
forma Rhizoctonia en la parte media, con 36 %, seguida de la parte
proximal, con 33 % y la parte final, con 31 %, coincidiendo con

Duridn ez al. (2007) y Ordéfiez C. et al. (2012), quienes reportaron,
en las orquideas Gavilea araucana, Vanilla planifolia, Elleanthus
amethystinoide, Trichoceros antennifer, Epidendrum chioneum, Stelis
sp., Epidendrum sp. y Pleurothallis linguifera, mayor colonizacién
del género-forma Rhizoctonia, en la zona media de la rafz, seguida
de la regién basal y, finalmente, la apical.

Se reporta que los hongos formadores de micorrizas en orquideas
son miembros del complejo de Rhizoctonia, que comprende taxones
de tres familias fingicas distintas: Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae
y Serendipitaceae (Smith & Read, 2008; Dearnaley ez al. 2012) y
esta asociacidn, se considera como el estado ancestral de la familia
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Figura 5. a-b) Células del micelio en cultivo puro obtenido de explantes de raices de la orquidea Rodriguezia grandensis.

(Dearnaley et al. 2012; Ogura-Tsujita ez al. 2021). Los hongos del
género Rhbizoctonia tienen diferentes estrategias tréficas puediendo
actuar como fitopatdgenos, enddfitos, sapréfitos, hongos
micorricicos orquideas o ectomicorricicos (Veldre et al. 2013;
Ogura-Tsujita ez al. 2021).

Para determinar si habfa una asociacién entre la presencia del
género-forma Rhizoctonia, la parte de la raiz y el forofito, se realizé
una prueba de Chi-cuadrado (Tabla 1), obteniendo resultados de
probabilidad asociada mayor a 0,05, lo que indica, que no hay
asociacién entre estos factores.

Tabla 1. Asociacién entre la presencia del género-forma Rhizoctonia y las variables submuestra y forofito.

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0,00 8 > 0,9999
Chi CuadradoMV-G2 0,00 8 >0,9999
Coef.Conting. Cramer 0,00
Coef.Conting. Pearson 0,00

Determinacién del indice de diversidad, frecuencia de colonizacién y
abundancia de los géneros fiingicos encontrados. Teniendo en cuenta

que se encontraron dos grupos de géneros fungicos asociados a las
raices de R. grandensis encontrados en este trabajo (género-forma
Rbizoctonia y micelia sterilia), la diversidad de los hongos endéfitos
hallados fue muy baja, con H’=0,487, siendo el género-forma
Rbizoctonia, el endéfito dominante. Esto sugerirfa, que R. grandensis
representa un nicho ecoldgico pobre en cuanto a micobiota endofitica,
por lo que arroja un resultado cercano a cero. Este valor posiblemente
cambie, si realizan los cdlculos después de la identificacién molecular
de estos aislamientos.

En cuanto al porcentaje de frecuencia de colonizacién (% FC) y
abundancia relativa (% A), el género-forma Rbizoctonia, presentd
95 % de colonizacién en las muestras analizadas y un 65 % de

abundancia relativa del género-forma Rhizoctonia, en los aislamientos
realizados. Estas variables indican que Rhizoctonia spp. se encuentra
como hongo micorrizico orquideoide disponible en los forofitos del
agroecosistema del drea de estudio. Bayman ez al. (1997) reportan
que en raices de la orquidea Lepanthes sp., el género Rhizoctonia
tiene una frecuencia de colonizacién de 45 %, seguido del género
fangico Xyllaria, con un 29 %. Ordénez et al. (2015) obtuvieron una
frecuencia de colonizacién del genero-forma Rhizoctonia en raices
de orquideas Masdevallia coccinea Linden ex Lindl., del 83,8 %, en
plantas jévenes y el 54,8 %, en plantas adultas. Por el contrario, en
aislamientos de rafz de Dendrobium nobile no se reporta la presencia
de Rbizoctonia, sino de los géneros Colletotrichum, Phomopsis,
Clonostachys, Fusarium, Penicillium, Trichoderma y Xyllaria (Yoan et
al. 2009). No se reportan estudios similares para orquideas del género
Rodriguezia en otros ecosistemas naturales o en sistemas productivos.
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El reconocimiento de los hongos asociados a las raices de orquideas
R. grandensis permitirdn realziar estudios que evalten el efecto de
los microorganismos asociados a las raices en el crecimiento vegetal,
el andlisis de los efectos que hace el hongo micorricico orquideoide
encontrado en la estimulacién de la tolerancia a estrés, las defensas
de la planta y cémo mejora la absorcién de nutrientes.

De forma general, se concluye que, en las raices de R. granadensis,
el género fingico mds abundante es Rhizoctonia, por lo tanto,
se recomienda realizar trabajos tendientes a la identificaciéon de
las especies asociadas y profundizar en el entendimiento de la
interaccién micorricica, para propender por el cuidado de esta
orquidea en condiciones naturales y hacer un aprovechamiento de
este conocimiento para la propagacién, a nivel comercial.
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ABSTRACT

Soybean cultivation expansion in Colombia has generated the
need to seek varieties with high genetic merit. A soybean genetic
breeding program seeks to generate varieties with competitive and
sustainable yields, and high-quality grain adapted to the conditions
of the low tropics. The aim was to determine the genetic parameters
and expected gains in quantitative traits of interest in a soybean
breeding process using biometric tools. Sixty lines and four
commercial varieties were evaluated in an 8x8 alpha lattice design
(genotypes x blocks) planted in oxisols from the Altillanura region
of Colombia. The estimation of the parameters was performed by
applying mixed models with a random-effects adjustment through
the REML method. Wide genetic variability was observed for
all the evaluated traits, except for plant height. High heritability
values were registered for the characters at flowering and maturity.
Heritability was high for yield components such as the number of

Accepted: March 30, 2022

Edited by: Helber Adrian Arévalo Maldonado

pods and the weight of 100 grains. Overall, the environmental effect
was low, with values close to or higher than 1, except for embryonic
abortions, number of empty pods, and grain yield. The genetic gain
as a mean percentage was high for plant height, moderate for grain
yield, and low for the rest of the characters. Moderate heritability
and grain yield gain indicate an additive action of the genes ideal
for recurrent selection. The most discriminating characters in the
evaluated conditions were the grain yield, weight of 100 grains, and
number of pods.

Keywords: Genetic gain; Genetic variability; Heritability; Low
tropics; Plant breeding.

RESUMEN

La expansidn del cultivo de soya en Colombia genera la necesidad
de buscar variedades con alto mérito genético y su mejoramiento,
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la generacién de variedades con rendimientos competitivos y con
alta calidad de grano, adaptadas a las condiciones del trépico bajo.
El objetivo fue determinar, mediante herramientas biométricas,
los pardmetros genéticos y las ganancias esperadas, en caracteres
cuantitativos de interés, para el proceso de mejora de soya. Se
evaluaron 60 lineas y 4 variedades comerciales, en un disefio
alfa ldtice 8x8, en oxisoles de la Altillanura. La estimacién de los
pardmetros, se realizd mediante la aplicacién de modelos mixtos,
con ajuste de efectos aleatorios, por el método REML. Se observéd
amplia variabilidad genética para todos los rasgos evaluados,
exceptuando la altura de planta. Se registraron valores altos de
heredabilidad, para los caracteres de floracién y madurez. En los
componentes de rendimiento, la heredabilidad fue alta para ntimero
de vainas y peso de 100 granos. El efecto ambiental fue bajo,
con valores cercanos o superiores a 1, con excepciéon de abortos
embrionarios, nimero de vainas vanas y rendimiento de grano. La
ganancia genética, como porcentaje de la media fue alta, para altura
de planta; moderada, para rendimiento de grano y baja, para el
resto de los caracteres. La heredabilidad y la ganancia moderadas
de rendimiento de grano indican una accién aditiva de los genes,
ideal para la seleccién recurrente. Los caracteres mds discriminantes
en las condiciones evaluadas fueron rendimiento de grano, peso de
100 granos y niimero de vainas.

Palabras claves: Ganancia genética; Heredabilidad; Mejoramiento
genético; Trépico bajo; Variabilidad genética.

INTRODUCTION

At a global level, soybean is one of the most important legume
species in animal and human nutrition due to its high protein and
oil contents. In the 2018-2019 period, the worldwide soybean area
was 125.33 million hectares (USDA, 2020), where Brazil ranked
first with 28.6 % of the total area, followed by the USA with 28.3
% and Argentina with 13.2 %. The average yields recorded were
2.87, 3.31, 3.40, and 3.33 t ha”, respectively.

In Colombia, soybean demand is 468,000 t/year of grain and
1,043,000 t/year of imported soybean meal. The country only
produces around 105,980 t/year, in approximately 36,370 ha
(Fenalce, 2019). Thus, it is necessary to plant approximately
500,000 ha in the Altdillanura subregion of the Colombian
Orinoquia region, representing about 90 % of the national soybean
production. The department of Meta is the largest producer
focused mainly on the production of concentrates for poultry and
swine feed. In this vast region, the Altillanura subregion, with the
largest soybean cultivation area of 32,600 ha (Fenalce, 2019), has
an agricultural potential of 2,800,000 ha (DNP, 2014) for different
productive systems, where soybean, due to its comparative and
competitive advantages, is one of the most viable alternatives.

The dynamic expansion of soybean cultivation in the flat Altillanura
subregion has generated the need to seek new genetic resources with
traits of interest to contribute to improving the sustainability of the
production system. This same approach has been adopted by Brazil,
whose greatest interest has been the constant release of new soybean

cultivars with high yield, adaptation to different edaphoclimatic
conditions, and resistance to major diseases (Hamawaki ez al.
2012).

The previous determination of the genetic parameters and the
available variability measurement is essential for any breeding
program because they characterize a population genetically and
allow predicting the expected gains to establish selection strategies
(Baldissera ez al. 2014; Zamudio ez al. 2002). However, generating
varieties successfully with high genetic potential depends on
the precision with which the relevant parameters are estimated
(Wellmann & Bennewitz, 2019). The genotypic (CVg), the
phenotypic (CVf) and the environmental coefficients of variation
(CVe), the heritability (H?) and the genetic progress (GG), are
useful parameters to determine genetic variability (Aditya er al.
2011; Firouzian, 2003; Ali e# /. 2016) and the successful selection
of superior genotypes (Hamawaki ez al. 2012; Baraskar ez al. 2014;
Silva et al. 2018).

For decades, the variance components were estimated from the
mean squares in the linear model for fixed effects. Currently,
in mixed models, the restricted maximum likelihood method
(REML) is a widely used procedure for the estimation of variance
components (Searle ez al. 1992), when there are both fixed and
random factors in the treatment structure of an experiment; thus,
the genetic parameters of interest are estimated.

Heritability is the proportion of phenotypic variance that can be
inherited in these parameters. It is not the portion of the phenotype
attributed to genetics but rather a proportion of the phenotypic
variance due to genetic factors. It has been described by Falconer
& Mackay (1996), as the o’¢/ o’f ratio defined from 0 to 1. The
phenotypic variance (o’fj is a variability measure that can be
decomposed into genotypic (o’g) and environmental (c¢) variances
and the genotype x environment interaction (o’ge). The genotypic
variance, in turn, is comprised of additive (c’4) and epistatic (o° AD)
variances and dominance (¢°D). Heritability refers to a particular
population that also develops under a particular environment. It is
a property of the character, population, and environmental effects
(Falconer, 1981). Further, the same character in two different
populations can show different heritability values, which can
vary when the environment is changed. This genetic parameter is
essential to measure, in quantitative traits, the response to selection
and efficiency in plant breeding (Bekele ez a/. 2012). According
to Badiali er al. (1995), to know the variability and heritability of
agronomic characters in the broad sense, their determination should
be made in the environment in which the selection is carried out.
Characters with high heritability can be improved faster and with
less evaluation intensity than those with low H”. High heritability
and genetic progress values allow a more effective selection based
on phenotype expression. For their part, CVg and CVf coeflicients
provide information on the nature and magnitude of the variation.
A high difference between these coeflicients denotes a greater
environmental effect on the character (Ali ef /. 2016).
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Several genetic breeding programs have contributed to the
development of soybean varieties with high yields and adapted to
different edaphoclimatic conditions of the low tropics. However,
new, more competitive, and sustainable genetic alternatives must
overcome this varietal offer. To this effect, it is necessary to have
a broad genetic base, know its expression in the tropics, and
study and apply the necessary genetic parameters that contribute
to a successful selection. Additionally, having a highly diverse
collection is not guaranteed to broaden the varietal genetic base
if this variability is ineffective. Wysmierski ez a/l. (2013), when
evaluating the pedigrees of 444 Brazilian soybean varieties released
(before 1971, 1971-1980, 1981-1990, 1991-2000, and 2001-
2009), according to its origin (public or private), found a narrow
genetic base comprised of four main ancestors (CNS, S-100,
Nanking and Tokyo), contributing with 55.26 % of the diversity.
Only 14 ancestors represent 92.41 % of the Brazilian genetic
base. This genetic base is very similar to the one in the United
States, sharing six of the main ancestors. Genetic variability is the
primary factor in a breeding program when developing a superior
variety. Furthermore, breeding will be faster if this variation is wide
(Kuswantoro, 2017) and effective. Thus, estimates of genetic gain
allow the breeder to know the potential genetic progress and guide
the selection process (Vallejos ez al. 2010).

The current research was aimed to determine the genetic parameters
of broad-sense heritability, the coeflicients of genetic and phenotypic
variation, and the prediction of the genetic progress of 60 advanced
soybean lines from a breeding program.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The evaluation of soybean lines and varieties in a
Preliminary Yield Trial (PYT) was carried out during the second
semester of 2019 at the Taluma headquarters of Agrosavia, located
in the municipality of Puerto Lépez, department of Meta. The
coordinates of the study area are 4°72’ N latitude and 72°13’ E
longitude at 176 m a.s.l.

The climate of the study area is monomodal from April to December,
with an average temperature of 25.8 °C and average annual rainfall
of 2,200 mm irregular in frequency and intensity (Bernal ez al.
2013). The soil is an oxisol of the Colombian Altillanura region,
with an acidic pH (5.1), low contents of organic matter (1.63 %),
phosphorus (8.8 ppm), and low cation exchange capacity (2.35
meq/100 g).

Genotypes. Sixty-four discriminated soybean (Glycine max L.
Merril) genotypes were evaluated in 60 advanced lines (F6-F7) of
the soybean genetic breeding program of Agrosavia, three registered
commercial varieties of Agrosavia (C. Superior 6, C. Achagua 8,
and C. Primavera 11), and the ICA variety Soyica P-34.

Experimental design, variables, and information analysis. The
experimental units were distributed in an alpha lattice design of 8x8
(genotypes x block) with two repetitions, described by Patterson &
Williams (1976). This design assumes that the variation within a

block is less than between the units of different blocks, increasing
the precision of the analysis by controlling experimental errors.
Furthermore, the treatments had the same frequency in each block,
i.e., the distribution of blocks and treatments was orthogonal.
Orthogonality facilitates the mathematical computation necessary
to produce an analysis of variation (Barreto ez al. 1997).

Each experimental unit consisted of four rows of 5 m long, 0.45
m apart, and a distance between plants of 0.07 m. Agronomic
management was uniform for all experimental units, following the
technical recommendations for cultivation previously established
by various national and international agricultural sector entities
(Valencia & Ligarreto, 2010).

Variables evaluated: days to the beginning of flowering (DIF),
days to full flowering (DFC), plant height to flowering (ALTF),
number of nodes to flowering (NF), days to physiological maturity
(DM), days period from flowering to maturity (DPFM), height to
maturity (ALTM), number of nodes at maturity (NM), number
of embryonic abortions or pod compartments without grain (AE),
number of vain pods (VV), total number of pods (VT), weight of
100 grains (PG) in grams, and grain yield (REN) in t ha' adjusted
to 14 % humidity.

An analysis of variance was carried out to evaluate the variability of
the quantitative traits, according to the statistical model described

by Singh & Bhatia (2017), as follows.
Yir=u+Gi+Byr+ey

where Yy is the value of the character studied, u is the general
mean, G is the genotype effect, B //z is the block effect within each
repetition, and ey is the experimental error.

The SAS 9.4 software (SAS Institute Inc, 2014) was used to
analyze the information. Variance components for continuous
variables were estimated by applying the linear mixed model
(PROC MIXED), with the random-effects adjustment through
the restricted maximum likelihood method (REML), proposed
by Patterson & Thompson (1971). The generalized linear mixed
model (PROC GLIMMIX) was applied for discrete variables. The
repetitions were considered fixed in the model, while the lines/
varieties and block (repetition) were random. The mixed model
assumes normality, so it was necessary to transform using Vx. With
these variance components, genotypic (Vg) and phenotypic (Vf)
variances, broad-sense heritability (HD, genotypic (CVg) and
phenotypic (CVf) coeflicients of variation, CVg/CVe ratio, genetic
gain (GG), and genetic gain related to the mean (Gg) of each
variable or character were estimated. The genetic parameters were
calculated using the following formulas:

Broad-sense heritability H’=Vg/V*100, where Vg is the genotypic
variance and Vf is the phenotypic variance (Allard, 1960). Its
magnitude was valued as low (< 30 %), moderate (30-59 %), high
(60-80 %), and very high (> 80 %).
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Genetic gain (GG) = kofH? (Johnson ef a/. 1955), where k is the
selection index, oy is the phenotypic standard deviation, and H? is
the broad-sense heritability. The selection pressure is 20 %
(K=1.4). Genetic gain was determined as its proportion with
respect to the mean, ie., Gg=GG/x*100, where X is the mean.
Genetic progress was classified as low (< 10 %), moderate (10-20 %)
and high (> 20 %).

The genotypic and phenotypic coefficients of variation
were calculated according to Burton & Devane (1953), as
follows:

Ve

Coeflicient of genotypic variation Cvg- — X100

\ve

Coeflicient of phenotypic variation n CVf= —— X100

Genetic variability was estimated as wide or narrow for a trait,
based on genetic variance (Vg) and its standard deviations (cVg), as
described by Sulistyo & Mejaya (2018). Genetic variability is wide
if Vg is higher than twice the standard deviation of the genotypic
variance (Vg>2 oVg), and it is narrow if the genotypic variance
is less than or equal to two times the standard deviation of the
genotypic variance (Vg<2 oVg).

To obtain more information on the relations between agronomic
and yield traits, the data, due to being on different scales, were
standardized with the general mean and analyzed through
multivariate methods with principal components (CP), using the
PROC PRINCOMP instruction of SAS 9.4. (SAS institute inc,
2014).

RESULTS AND DISCUSSION

The statistical description of the original soybean lines and varieties
population shows an important variability in the characters
under study, both in flowering and in maturation and their yield
components (Table 1). These results were ratified by the analysis
and interpretation of mixed models applying REML, where the
statistical differences between lines/varieties were evident for all
the variables evaluated. For Pushpa Reni & Koteswara Rao (2013)
and Ahsan er al. (2015), knowledge of the nature and magnitude
of the variability between genotypes due to their attributes is
essential for effective selection in varietal breeding. The assessment
of the different genetic parameters estimated in the edaphoclimatic
conditions of the current research is presented in table 2.

Analysis of genetic parameters at flowering. In the mixed model
analysis using REML, the flowering characters (DIE, DFC, and
ALTF) and the Glimmix analysis for NF showed highly significant
differences for the covariance parameter between genotypes
(P <0.01). The variables at flowering showed high broad-sense
heritabilities ranging from 84 to 92 %. The high heritability of
Howering has also been reported by Ali ez /. (2016) and Teixeira ez al.
(2017). In these very high heritability traits (> 80 %), the selection
is relatively easy, since there is a close correspondence between the
genotype and the phenotype due to the small relative contribution
of the environment to the character (Singh, 2001), with a selection

accuracy higher than 92 % as seen in table 2. CVf coeflicients were
higher than CVg, agreeing with the results found by Kuswantoro
(2017). However, these coefficients were very close to each other,
confirming the low environmental effect on flowering. Wide
variability was observed for DIF, DFC, and NFE, while in ALTE
the variability was narrow (Vg<2 oVg). Similar results for DFC in
their CVg were reported by Sulistyo & Mejaya (2018). The average
genetic gains for DIE DFC, and NF were less than 10 %, with a
selection pressure of 20 %. However, in DFC, there is a significant
potential to exploit since it is associated with the juvenile period
and the growth habit of the genotypes. Soybean is a plant with
short days (long dark period); it tends to flower early (short juvenile
period) in the tropics, limiting grain production. According to
Miranda ez al. (2020), knowing the influence of the juvenile period
and the growth habit, development, and adaptation are crucial to
optimizing phenology and improving soybean yield potential in
tropical environments. Fehr & Caviness (1977) established that
temperature, day length and genotype are determining factors to
initiate flowering and later reproductive development. In varieties
with a determined growth habit, flowering is simultaneous in
nearly the entire plant (DFC-DIF) <2 days) and grows very shortly
after initiating flowering. On the other hand, in varieties with an
indeterminate growth habit (DFC-DIF) =3 days), these continue
to grow up to 50 % more. In the varietal breeding process, it is
not enough to obtain genotypes with long juvenile periods and
ideal plant architecture if there are not favorable environmental
conditions to achieve the best plant performance to maximize yield
and quality.

Analysis of genetic parameters at maturity. In ALTM, PDFM
DPFM, DM, and NM, highly significant differences for the
covariance parameter between genotypes (P <0.01) were found.
ALTM, DM, and DPEM reached very high heritability values
between 86 and 95 %, while in NM, the values reached only 63
%. High heritability has been reported in days to maturity (MD)
by Kuswantoro (2017) and Ali ez al. (2016), in ALTM and PDEM
by Zhang er al. (2015) and in NM by Teixeira ez al. (2017). In
general, in traits with high heritability where the environmental
effect is low or very low, effective selection can be made directly by
the phenotype. In characters with heritability close to 60 %, there
is a slight but important environmental effect to consider when
carrying out selection processes. The selection accuracy in the very
high heritability variables reached values higher than 93 % and only
80 % for NM. In these variables at maturity, the low environmental
effect is ratified by the scarce difference between the coefficients of
variation CVg and CVf of each character (Table 2). Similar results
were reported by Chandrawat er al. (2017). Genetic variances,
except for ALTM, were higher than two times their standard
deviation (Vg>2 oVg), which, according to Sulistyo & Mejaya
(2018), is an indicator of wide variability. Narrow variability (Vg<2
oVg) was observed for ALTM and ALTE as was also recorded by
Kuswantoro (2017).

Although selection is more effective in populations with high
genetic variability (Allard, 1960), its comprehensive analysis with
the expected genetics gain is fundamental. The traits at maturity
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Table 1. Descriptive statistics of the original population of 60 lines and 4 soybean varieties in the Colombian Altillanura region 2019B.

Variable Mean Min Max SD
Beginning of flowering (DIF) [days] 34.78 30 47 3.92
Full bloom (DFC) [days] 38.17 34 49 4.42
Plant height at flowering (ALTF) [cm] 54.24 34 75 9.10
Number of nodes at flowering (NF) 13.45 11 17 1.26
Cycle to physiological maturity (DM) [days] 85.66 75 92 4.06
Plant height at maturity (ALTM) [cm] 86.77 57 119 14.03
Number of nodes at maturity (NM) 16.93 14 19 0.79
Flowering to maturity period (PDEFM) [days] 47.92 36 56 3.80
Number of vain pods (VV) 4.30 0 19 3.75
Number of embryonic abortions (AE) 12.31 2 50 7.12
Number of total pods (VT) 68.97 28 161 23.82
Weight of 100 grains (PG) [g] 12.1 8 18 1.064
Grain yield (REN) [t ha'] 2.06 1.09 3.58 0.44

SD: Standard deviation.

Table 2. Genetic parameters of agronomic characters and yield components in a soybean population of 60 lines and four commercial

varieties 2019B.

Parameter/Character | DIF DFC | ALTF NF DM | DPFM | ALTM | NM AE v vT PG REN
Variability Wide Wide | Narrow | Wide Wide Wide | Narrow | Wide Wide Wide Wide Wide Wide

Mean 34.8 38.2 54.2 13.6 85.7 475 86.8 16.9 12.3 43 69 12.1 2.06

H? 0.91 0.92 0.86 0.84 0.93 0.86 0.95 0.63 0.53 0.16 0.72 0.66 0.51

Vg 0.09 0.11 62.69 1.74 0.04 10.84 | 179.12 | 0.27 0.24 0.11 1.09 1.08 0.06

Ve 0.02 0.02 20.62 0.66 0.01 3.58 20.78 0.31 0.41 1.2 0.85 1.12 0.11

%3 0.09 0.11 73 2.07 0.05 12.63 | 189.51 0.42 0.44 0.71 1.52 1.64 0.12
Cvg 0.84 0.85 14.6 9.69 0.24 6.93 15.42 3.04 3.93 7.76 1.52 8.6 11.67
CVf 0.88 0.88 15.75 10.58 0.25 7.48 15.87 3.82 5.39 19.6 1.79 10.6 16.33
CVe 0.38 0.34 8.37 6 0.09 3.99 5.25 3.27 5.22 25.46 1.34 8.76 16.15
CVg/Cve 222 2.47 1.74 1.62 2.67 1.74 2.94 0.93 0.75 0.3 1.13 0.98 0.72

GG 0.39 0.44 10.27 1.69 0.28 4.27 18.22 0.57 0.49 0.19 1.24 1.18 0.25

Gg [0] 1.12 1.14 18.94 12.44 0.33 8.99 20.99 3.39 4.02 4.3 1.8 9.77 11.9

DIF: Days to the beginning of flowering; DFC: Days to full bloom; ALTF: Plant height from plant to flowering; NF: Number of nodes at flowering; DM:

Days to maturity; DPFM: Days period from flowering to maturity; ALTM: Plant height at maturity; NM: Number of nodes at maturity; AE: Number of
embryonic abortions; VV: Number of vain pods; VI: Number of total pods; PG: Weight of 100 grains; REN: Grain yield. H2: Broad-sense heritability;
Vg: Genotypic variance; Ve: Error variance; VE: Phenotypic variance; CVg and CVE: Genotypic and phenotypic variation coefficients; CVe: environmental

variation coeflicient; GG: Genetic gain; Gg: Genetic gain in relation to the mean.

showed low genetic gain except for ALTM. It is necessary to increase
the selection pressure (higher index) to increase the gain in a trait
with high or moderate heritability and high CVg. If the expected
objective is not achieved, it is essential to expand the genetic base
of parents or validate the performance of the genotypes in favorable
environments for the expression of the character of interest.

Analysis of genetic performance parameters and their
components. There were highly significant differences for VT,
PG, and REN between lines/varieties (P <0.001) and significant
differences (P <0.05) for VV and AE. In these yield components,
VT and PG achieved high heritability (72 and 66 %, respectively),

moderate for AE (53 %) and REN (51 %), and low for VV (16 %).
High heritability for VT and PG was also recorded by Ali ez
al. (2016). CVg and CVf showed differences associated with
significant environmental and non-additive genetic effects.
These effects were evident in order of importance: VV> REN>
AE> PG with CVg/CVe ratios lower than 1 (Table 2). On the
contrary, in VT, it was higher than 1, suggesting a lower
environmental effect on this character.

In VV, the low heritability, the high difference between CVg and
CVf, and a CVg/CVe ratio of 0.3 demonstrate a high environmental

effect on the expression of the character. Something similar
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happened in AE (Table 2), with a moderate heritability of 53 %
and a marked difference between the variation coeflicients. These
types of variables with high environmental effects make selection
processes difficult because the phenotype does not fully describe
the genotype, especially when their expected genetic gains were
less than 4.3 %. Although VT reached high heritability, a CVg/
CVe ratio higher than 1, and a wide variability (Vg>2 oVg), the
genetic gain was still low, as also happened with PG (Table 2). High
heritability and low expectation of genetic progress as a percentage
of the mean may indicate that the trait may be governed by additive
and non-additive gene actions, and selection to improve the trait
may be challenging (Netra & Rabendra, 2019). The performance
components VV, AE, and VT, were positively and significantly
associated with days to full flowering (r=0.33*, 0.21*, and 0.26*
respectively), while PG was negative and significant (r=-0.40%).
These results indicate that the longer the juvenile period (days
to flowering), the greater the number of total p ods, but with a
high proportion of vain pods and grain abortion, coupled with a
reduction in the weight of 100 grains.

Grain yield (REN) showed values from 1.09 to 3.58 t ha" and a
general average of 2.06 t ha™'. The moderate heritability, a CVg/CVe
ratio of 0.72, and other REN genetic parameters (Table 2) indicate
additive action of genes on their expression and, according to
Mohammed ez al. (2019), the possibility of achieving genetic gains
in selection. The grain yield was differential between lines/varieties
and reached a moderate genetic gain of 0.25 t ha™ (11.9 %). With
the antecedents described in the analysis at maturity and the yield
components, the water deficit in the reproductive state primarily
affected the performance of the lines/varieties. Plant maturity
accelerated, empty pod and embryonic abortion increased, and the
weight of 100 grains was differentially reduced by an average of 32
% and, therefore, grain yield. A study on the response of no-till
soybean to timing of preplant and foliar potassium applications in a
claypan soil reported that in the period between flowering and grain
filling, the highest water demand by the plant occurs (Nelson ez
al. 2004).

In this period, a moderate or severe water deficit reduces the
number of total pods associated with flower and pod abortion
(Nunes e al. 2016) and reduces the quantity and quality of
soybean seeds (Ku ez /. 2013). Results showed marked differences
between lines/varieties, and  although late  flowering
genotypes could apparently be the most affected, there was no
significant correlation between flowering and grain yield. This
means that both early and late lines/varieties responded
differently to this type of stress in the reproductive phase,
generating an excellent selection opportunity for these particular
climatic variability conditions.

The comprehensive analysis of the genetic parameters of grain
yield and its components allows deducing that the variables VV
and AE have little relevance when selecting lines due to their low
heritability and genetic gain. The PG and VT characters with
moderate to high heritability but with reduced genetic gain,
and REN, with moderate values, are the most discriminant
when identifying the superior lines in the study conditions.

Analysis of main components. Multivariate statistical techniques
such as principal components are especially useful tools to describe
or group a set of genotypes, simultaneously including several
characteristics while considering the relations between all the
characters under study (Rojas, 2003). A principal component
analysis (PCA) is essential for the breeder because it allows
identifying traits that contribute to significant genetic variability
between genotypes and selecting those of interest for varietal
breeding. The first four principal components contributed 81 %
of the total variation in this analysis. However, CP1 is associated
with flowering (42 %), CP2 with maturity (18 %), CP3 with yield
and its components (13 %) and CP4 with the weight of 100 grains
(8 %). In CP1, the variables at flowering had a positive and highly
significant behavior together with the variables at maturity DM
and VT, in inverse relation with ALTM, NM, and PG. In CP2,
DM, ALTE ALTM, and NM were highly significant and positively
opposed to VT and REN. In CP3, REN, PG, VT, and NM
showed a positive and highly significant association. These results
confirm that the number of total pods was favored by long juvenile
periods with an inverse response for the weight of 100 grains. This
phenomenon is attributed to the scarcity of water resources when
filling the pods and grains, with repercussions on final plant yield.

Gain yield is a quantitative character, a function of a large number of
loci that control it, allowing a greater environmental influence and,
consequently, a reduced relation between genotype and phenotype
(Hamawaki ez al. 2012). Although very complex, yield is highly
relevant in generating new varieties. Its expression depends on many
genetic-environmental variables that interact and deserve to be
analyzed with caution. Currently, the aim is to increase performance
in an economically viable way and in highly sustainable systems.
Therefore, when selecting an improved line/variety, it is vital to
consider its yield potential for a given environmental condition,
phenotypic stability, tolerance to adverse biotic or abiotic factors,
seed quality for multiplication and dissemination, and grain quality
for the processing and consumer market.

Based on the results obtained, it can be concluded that a wide
genetic variability and heritabilities from moderate to high (51
to 95 %) was found when evaluating genetic parameters in a
population of 60 lines and four soybean varieties in the conditions
of the Colombian Altillanura region, except for plant height with
narrow variability (Vg<2 oVg) and the number of vain pods with
low heritability (16 %). In general, CVg/Cve ratios were close
to or higher than 1, indicating a low environmental effect on
the characters, except for VV, AE and REN, with indices much
lower than 1. The number of total pods, empty pods, and flower
abortions was higher in genotypes with long juvenile periods. The
expected genetic gains for the next selection cycle were moderate
to low (<20 %). The moderate heritability and grain yield gain (51
and 11.9 %, respectively) demonstrate an additive action of genes
desirable for future recurrent selection. The most discriminating
characters were, in their order, grain yield (REN), weight of 100
grains (PG), and total pods (VT). The adverse weather conditions
that affected soybean cultivars differentially, as it is an increasingly
recurrent situation of climatic variability in the Orinoquia region,
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make it essential to know the performance of all lines in multi-
environment trials (yield trials - ER) to determine the effects of
the genotype by environment interaction (GxE) and achieve an
effective selection of those with the highest genetic potential for the
Colombian Altillanura region.
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ABSTRACT

Quinoa (Chenopodium quinoa Wild.) is an Andean crop that
originated from the Andes of South America, with great agronomic,
industrial, pharmaceutical potential and also a great capacity to
tolerateadverse environmental factors. In Colombia, moreaccurately
in the Department of Narifio, Cauca, Cundinamarca and Boyaci.
Shows great genetic variation, both molecular and morphological,
which organization remains poorly documented. In Boyacd, there
are few studies on the morphological characterization of cultivated
materials, and there is no certified planting material, with farmers
planting a mixture of materials. Qualitative and quantitative
descriptors and principal component and cluster analyses
were used to characterize the structure of the intra-population
phenotypic variation in Blanca de Jericé quinoa materials grown
in the Department of Boyacd. The principal component analysis
explained more than 70 % of the observed variation, with the AR,
LD, DB LHS, and AHS characteristics being more variable. The
cluster analysis showed grouping by characteristics, such as AP,
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panicle color, and the presence of pigmented axillae. Results show
that the variance in morpho-phenological traits was concentrated at
the intra-population, due to high variation at the inter-individual
level. A more efficient selection process should be carried out to find
materials or “pure” varieties with higher yields, resistance to biotic
and abiotic factors, and adaptation to local conditions, which make
quinoa an economically profitable crop in the Boyacd department.

Keywords: Andean culture, Genetic diversity, Plant breeding,
Morphological characteristics; Pseudocereal.

RESUMEN

La quinua (Chenopodium quinoa Wild.) es un cultivo andino,
originario de los Andes Suramericanos, con gran potencial
agronémico, industrial y farmacéutico y también con una gran
capacidad para tolerar factores ambientales adversos. En Colombia,
actualmente, se cultiva en los departamentos de Narifio, Cauca,
Cundinamarca y Boyacd. Presenta una gran variacién genética,
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tanto a nivel molecular como morfolégica, la cual, ha sido poco
documentada. En Boyacd son pocos los estudios de caracterizacién
morfolégica de materiales cultivados y no hay material de siembra
certificado, por lo que los agricultores siembran una mezcla de
materiales. Descriptores cualitativos y cuantitativos y un andlisis
de componentes principales y de agrupamiento fueron usados para
caracterizar la estructura de la variacién fenotipica intrapoblacional
de los materiales de quinua Blanca Jericd, que son cultivados en el
departamento de Boyacd. El andlisis de componentes principales
explicé méds del 70 % de la variacién observada, siendo las
caracteristicas mds variables AP, LP, DP, LHS y AHS. El anlisis
cldster mostré un agrupamiento por caracteristicas, tales como AP,
color de la panicula y presencia de axilas pigmentadas. Los resultados
mostraron que la variacién en las caracteristicas morfol4gicas estaba
concentrada dentro de la poblacién, debido a la alta variacién, a
nivel inter-individual. Se deben llevar a cabo procesos de seleccién
mis eficientes para encontrar materiales “puros” o variedades
con mds altos rendimientos, con resistencia a factores bidticos y
abidticos y adaptados a las condiciones locales, para asi hacer de la
quinua un cultivo econémicamente rentable para el departamento
de Boyacd.

Palabras clave: Cultivo andino; Descriptores morfoldgicos;
Diversidad genética; Mejoramiento vegetal; Pseudocereal.

INTRODUCTION

Quinoa (Chenopodium quinoa Wild.) is native to the Andean
region, it has a high nutritional value because of its high
content of essential amino acids, with possible beneficial health
effects. Quinoa has broad genetic diversity for qualitative and
quantitative characteristics, which allows for wide adaptability to
agroclimatological stress conditions (Hussain ez 4/ 2020; Matias
et al. 2021). As a result, global consumer demand has increased,
and cultivation has spread throughout the world in recent decades.
In Colombia, it is cultivated in the departments Narifio, Cauca,
Cundinamarca and Boyacd (Veloza Ramirez et a/. 2016). One of
the main domestic problems, in the quinoa production system, is
the lack of identification of planting materials since farmers select
seeds from their cycle crops. This has led to a varietal mixture in the
field as a result of this selection process (Infante ez 2/. 2018; Morillo
Coronado et al. 2020).

In the last two decades, intraspecific diversity has been shown to
represent a non-negligible part of the total biodiversity measured
in plants and animals (Siefert ez a/. 2015). Although preferably
autogamous, quinoa shows notable inter and intra-population
genetic variation, easily observable in rural plots, and quantifiable
by molecular markers (Del Castillo Gutiérrez & Winkel, 2014).
For morphological markers, global studies on quinoa diversity have
shown variability in the phenotypic characteristics of the evaluated
germplasm (Maliro & Nijala, 2019).

Colombia does not have certified seeds or commercial varieties,
which has led to a mixture of varieties in the fields (Manjarres-
et al. 2021a; b). Therefore,

Hernindez characterization,

conservation, and use of this phytogenetic resource is of great
strategic importance for Colombia (Morillo Coronado e a/. 2020).
In Colombia, there have been morphoagronomic characterization
studies on quinoa materials cultivated in the Bogotd savanna and
in Narifio (Veloza Ramirez ¢t /. 2016). In Boyacd, Infante ez al.
(2018) carried out a morphological characterization of quinoa
varieties grown in that department; Morillo Coronado ez /. (2020)
evaluated 19 quinoa materials in the Department of Boyac4, with
27 morphological descriptors. The results of these studies showed
that the evaluated materials present great variability in both
qualitative and quantitative characteristics, which can be used for
the selection of materials.

Manjarres-Herndndez er al. (2021a) evaluated the phenotypic
characteristics of thirty genetic C. quinoa accessions for the
selection of outstanding accessions in terms of yield and grain
quality, the results that the proposed selection index, based on
yield components and morphological descriptors indicated four
accessions as potential for quinoa breeding programs in Colombia.

None of these studies attempted to explain the distribution of
genetic variation between the different levels of organization of
the species. Thus, the objective of this research was to evaluate
the phenotypic intrapopulation variation in the quinoa materials
Blanca de Jericé in the Department of Boyacd to analyze the
structure of the variation of the morphological markers and,
thus, be able to establish strategies for obtaining “pure” planting
materials with high yield and adaptation to local conditions and
determine their usefulness to increasing the efficiency of quinoa
improved programs.

MATERIALS AND METHODS

For The morphological characterization in situ, the sampling of
the individuals from Blanca de Jericé was carried out in the main
producing municipalities in the Department of Boyacd: Tuta (P1),
Tunja (P5), Siachoque (P8), and Porvenir (P9), In parentheses, is
the name of each of the populations considered in this study. In
total, four municipalities and 15 farms were sampled, and a total
of 27 different morphotypes in the already established Blanca de
Jericé quinoa crops. The type of sampling used was a completely
randomized stratified, in which the morphotypes were selected
according to clearly distinguishable phenotypic differences in
characteristics such as panicle color, presence of pigmented
axillae, and colored striae (morphotypes); the number of replicates
depended on the frequency in which the morphotype was present
in the crop samples.

The FAO for quinoa and its wild relatives defined the descriptors
evaluated (Manjarres-Herndndez er al. 2021a). Measurements in
situ were made on each of the selected morphotypes at physiological
maturity (Morillo Coronado ez al. 2020). Qualitative descriptors:
Panicle color at physiological maturity, panicle shape, stem color,
upper and lower leaf color, upper and lower leaf shape, upper and
lower leaf edge, and presence of teeth on upper and lower leaves.
Quantitative descriptors: Panicle length (LP) (cm), panicle diameter



(DP) (cm), plant height (AP) (cm), number of teeth upper leaf
(DHS), number of teeth lower leaf (DHI), main stem diameter
(DT) and upper leaf length (LHS) and width (AHS).

For the quantitative variables, a descriptive analysis was made.
Then, the assumptions for the parametric analyzes were verified and
the analysis of variance (ANOVA) was carried out. To determine
the significant differences between treatments, Tukey multiple
comparison test was performed with p <0.05. These analyses
were performed using InfoStat. For the multivariate analysis, a
hierarachical grouping with principal components (HCPC) was
carried out with the data obtained from the morphoagronomic
characterization using the statistical programs NTSYSpc® and
InfoStat. A principal component analysis was used with a
correlation matrix between the characteristics, performing a linear
transformation of the original data, which generated a new set of
independent variables. With the NTSYSpc® statistical package,
a hierarchical cluster analysis was performed using the mean
taxonomic distance matrix between the qualitative and quantitative
characteristics and the hierarchical grouping algorithm (UPGMA),
for which the squared Euclidean distance and the full link algorithm
were applied.

RESULTS AND DISCUSSION

The climatic conditions of the study region were typical of tropical
zones, characterized by few fluctuations in the photoperiod and
average temperatures. The minimum temperature during this
study ranged between 7 and 12 °C, the maximum was between 14
and 18 °C, and the average relative humidity was 76 %. The daily
illumination that the accessions received during the experiment
were approximately 12 h.

When evaluating the qualitative variables of the Blanca de Jericé
quinoa material in the populations of Tuta (P1), Tunja (P5),
Siachoque (P8), and El Porvenir (P9), Department of Boyaci.
In general, it was observed that the most variable qualitative
characteristics were the panicle color, which, for populations 1 and
9 showed segregation between green, light purple, and purple, in
population 8,57 % of the individuals have green panicles and 43
% purple. In P5 all morphotypes had green panicles Regarding
the stem color of the P5 and P9 populations, it was only green,
while in P1 and P8 the morphotypes presented stem colorations
between yellow, green, and purple. For the P1 and P8 populations,
phenotypic variation was observed in terms of the characteristic
edges of the leaves, which were serrated, teethed, and entire,
while the morphotypes in P5 only presented two types of serrated
and teethed edges and in P9 the upper and lower leaves ones all
exhibited serrated edges. Regarding the color of the lower leaves and
the stries, these characteristics varied in all evaluated populations
and showed colorations between green-yellow, yellow and green.
The axilla color was purple for all populations except P5, where 50
% of the individuals had purple axillae and the other 50 % were
pigmented.

The less variable qualitative characteristics included stem shape,
which was angular in all populations; the color of the upper leaves
was green for P1, P5, and P9 but was green-yellow for P8; the shape
of the upper or lower leaves was rhomboidal or triangular, along
with a simple growth habit and green stria marks.

In general, in the evaluation of the qualitative characteristics of
the Blanca de Jericé material, it was observed that the color of the
panicle had the greatest variation, as reported in characterization
studies or evaluations of the Chenopodium germplasm (Del Castillo
Gutiérrez & Winkel, 2014; Afiah ez al. 2018; Al-Naggar ez 4.
2018).

A study carried out by Infante ez a/. (2018), with a comparison of
morphological characteristics, identified varieties in quinoa from
Boyacd in the vegetative and reproductive phases and reported
that the color of the stem and panicle in Blanca de Jeric6 varied
from green to light green and those characteristics such as stem and
axilla color were also variable. The color characteristic in different
plant structures was variable, and this variation is subject to the
phenological stage of the crop, as reported in other studies (Noulas
et al. 2018; De Santis et al. 2018).

In this research, the morphological characteristic showed a wide
range of variations. The evaluated morphotypes were very diverse,
possibly because of their coevolution process with the environment.
The frequency analysis showed that the panicle color had the most
variability, results similar to those reported by Morillo Coronado e#
al. (2022) who found that 46 % of the genetic materials had purple
panicles, 28 % had green ones, and 14 % had a mixture of green
and yellow panicles and panicle color changed during physiological
maturity. Montes Rojas er /. (2018) reported that the wide range
of colors in quinoa evaluated is because the panicle is covered by
granular vesicular pubescence rich in calcium oxalate with white,
pink, and purple tones that contribute to the panicle coloration of
each variety.

In quinoa, characteristics associated with the stem, such as color,
striae, and/or axils, can be used to identify varieties (Kir & Temel,
2016), since combinations of these characteristics differentiate the
materials. Manjarres-Herndndez ez /. (2021a) reported although
qualitative variables constitute a fundamental tool to determinate
the adaptation strategies of plants and are used as varietal
descriptors (Katwal & Bazile, 2020), in their study, these traits had
broad genetic variability, as Is shown in the different colorations
of the striae, axillae, panicles, and seeds. In addition, these traits
were highly variable associated with variables. This behavior was
also observed in quinoa materials evaluated in the Rio Grande
do Sul region of Brazil (Vergara et al. 2020) and in cultivars of
Quinoa Blanca de Jericd, expressed in different pigmentations
within individuals in structures such as panicles and stems. These
variations allow plants to adapt more quickly to environmental
conditions (Alandia er 2/ 2020). However, these variables are the
basis for genetic improvement programs because, if there is no
variability, no selection can be made since all individuals respond
in the same way to the evaluated conditions.
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In the evaluation of the quantitative characteristics for the Blanca
de Jeric6 material (Table 1), it was found that the more variable
characteristics were DHI (28.27 % - 103.96 % for P5 and P7,
respectively), DHS (22.36 % -59 % for P1 and P8, respectively),
AHS (20.27 % -26.98 % for P1 and P8, respectively), DP (25.96
% for P9), LP (24.25 % for P5), AP (23 % P8), and AHI (21.90 %
P1). In the quantitative characteristics, such as AP, values similar to
those reported by Delgado ez /. (2009) in the morphoagronomic
evaluation of Blanca de Jeric6 from the Department of Narifio

were recorded. The values found in the other quantitative variables
were similar to those reported in other genetic diversity studies on
quinoa (Afiah ef al. 2018; Ebrahim ez a/. 2018; Infante ez al. 2018;
Morillo Coronado et al. 2020). The results obtained of variance
detected statistically significant differences (p <0.05) between the
evaluated morphotypes for the characteristics of plant height, stem
diameter, length and diameter of the panicle, number of panicles,
number of teeth on the leaf, yield, and seed weight and diameter.

Table 1. Descriptive statistics and analysis components of the quantitative morphological variables and showing the contribution
variables, ordering the morphotypes according the quantitative variables in Blanca Jericé.

P1 P5
. cv . CVv
Variable | N | Average | S.D %) Range | CP1 | CP2 | Variable | N | Average | S.D %) Range | CP1 | CP2
AP 5 114 12.60 | 11.04 27 0.89 | -0.09 | AP 6 135.33 8.76 6.47 24 0.81 0.32
DT 5 3.60 0.47 13.18 1.1 0.89 | -0.18 | DT 6 5.18 0.68 13 1.9 046 | 0.25
LP 5 25.80 4.15 16 9.9 041 | -0.81 | LP 6 22.40 543 | 24.25 13.6 -0.47 | 0.87
DP 5 27.43 4.97 15.10 13.3 -0.35 | -0.89 | DP 6 30.46 545 | 17.88 | 1425 | -043 | 0.56
DHS 5 23.46 13.89 | 59.19 34.3 0.05 | 0.11 | DHS 6 15.67 4.27 | 27.28 10 0.77 | 0.55
DHI 5 15.14 15.74 | 103.96 | 34.7 -0.24 | 0.96 | DHI 6 14.67 413 | 28.17 12 0.78 | -0.59
LHI 5 4.76 0.79 16.65 1.9 0.84 | 046 | LHI 6 3.82 0.51 13.30 0.6 0.02 | -0.78
AHI 5 4.34 0.95 21.90 2 0.97 | 020 | AHI 6 3 0.29 9.48 0.9 0.04 | -0.11
LHS 5 7.38 1 14.32 2.6 0.97 | 017 | LHS 6 5.18 0.77 | 14.76 2 0.87 | 0.01
AHS 5 5.52 112 | 20.27 2.8 0.92 | -0.28 | AHS 6 1.82 0.51 10.62 0.5 0.71 0.46
P8 P9
Variable | N | Average | S.D C.V | Range | CP1 | CP2 | Variable | N | Average | S.D C.V. | Range | CP1 CpP2
(%) (%)
AP 7 90.57 7.39 8.16 20 0.08 | 0.55 | AP 9 84.89 16.45 | 19.38 51 0.34 | 0.52
DT 7 3.01 0.29 9.47 0.9 0.49 | -0.51 | DT 9 3.71 0.69 | 18.59 2.48 0.07 | 0.76
LP 7 28.47 5.39 18.94 | 1648 | -0.22 | -0.89 | LP 9 27 5.88 21.2 16.5 047 | 0.34
DP 7 27.89 724 | 2596 | 1944 | -0.77 | 0.01 | DP 9 25.73 5.6 22.7 17.6 0.04 | -0.53
DHS 7 28.71 6.85 23.85 20 0.04 | 0.96 | DHS 9 21.3 4 18.75 14 0.67 | -0.46
DHI 7 18.86 17.96 | 95.23 38 -0.59 | 0.03 | DHI 9 17 4.9 28.26 14 0.86 | -0.35
LHI 7 4.61 0.64 13.90 1.7 0.80 | -0.14 | LHI 9 2.61 0.4 15.13 1.5 0.93 | -0.19
AHI 7 3.93 0.88 22.27 2.5 0.79 | -0.43 | AHI 9 2.20 0.36 | 16.55 1.2 0.90 | -0.22
LHS 7 7.21 1.39 19.25 3.4 0.85 | 0.24 | LHS 9 3.38 0.80 | 23.58 2.5 0.64 | 0.42
AHS 7 5.4 1.43 26.43 3 092 | 026 | AHS 9 2.82 0.56 | 19.87 1.8 0.52 | 0.64

AP: Plant height; DT: Main stem diameter; LP: Panicle length; DP: Panicle diameter; DHS: Number of teeth upper leaf; DHI: Number of teeth lower;
LHI: Lower leaf length; leaf; AHI: Lower leaf width; LHS: Upper leaf length; AHS: Upper leaf width.

The Tukey test (p <0.05) for all the quantitative variables, shows
differences
characteristics being those associated with yield, such as the

between accessions evaluated, the most diverse
number and length of the panicle, height of the plant, number
and diameter of seeds, similar results found in morphoagronomic
characterization studies of quinoa in Boyacd (Morillo Coronado ez
al. 2020; Manjarres-Herndndez ez al. 2021a; b; Morillo Coronado

et al. 2022).

The principal component analysis grouped the 10 quantitative
variables into several components, with the first two (CP1 and CP2)
accounting for more than 70 % of the total observed variation.
All variables contributed significantly to each of the components,
except DHS and AP (CP1, CP2, respectively) in P1 and DP
(CP2) in P8 (Table 1). In the analysis of all evaluated quantitative
descriptors in the nine populations from the seven municipalities,
AP, LR, DD, LHS, and AHS were more discriminating variables for
the evaluated quinoa materials, contrary to the findings of Morillo
Coronado er al. (2020), who found that the presence and color

of axillae, presence, and effusion of saponins, number of panicles
and secondary branches, the yield of seeds/plant and grain diameter
differentiated the evaluated quinoa materials, coinciding with
evaluations of the Cochabamba germplasm in Bolivia (Del Castillo
Gutiérrez & Winkel, 2014).

Manjarres-Herndndez et al. (2021b) in the principal components
analysis found that 67 % of the total variance was explained by the
first two components, the variables that the greatest contribution
was plant height, length, diameter, and the number of panicles, the
weight of 1000 seeds, seed diameter and stem diameter contributed.
On the other hand, the variables associated with weight and seed
diameter correlated more with yield than the variables plant height,
stem diameter, number of teeth on the leaves, and the variables
associated with the panicle.

The correlation analyses showed very particular associations in each
of the populations (Table 2); P1 had a total of 15 highly significant
coeflicients, with the highest correlation value (r = 0.98) between



AP and DT. AP had a weak correlation with LHI (r = 0.54) but a
significant one with LHS, AHI, and AHS (r = 0.81,r=0.78, r =
0.75, respectively). The DT presented a high correlation with AHS,
LHS and AHI, (r=0.78,r=0.77 r = 0.76, respectively). LP showed
a significant and negative correlation with DHI (r = -0.82) and a
moderate one with DP and LHS (r = 0.54, r = 0.61, respectively).

In P53, the highest correlation value was found between AP and
AHS (r = 0.94). LP had a significant but negative correlation
with DHI (r = -0.83), the same as with DP and DHI (r = -0.76).

LHI had a positive correlation with AHI (r = 0.77). In P8, it was
observed that AP and AHS had the highest correlation value (r =
0.94), followed by AP with DHS (r = 0.69). Negative values were
observed in the associations of the variables LP and DHI (r = -0.86)
and LP and LHI (r = -0.74). In P9, the highest correlation values
were found between the variables AHI and LHI (r = 0.93), DHI
and AHI (r = 0.84) and DHI and LHI (r = 0,82). Significant values
were found for LHS and AHS (r = 0.77), and moderate values were
observed for AP and LP (r = 0.69) and LHI with LHS (r = 0.66).

Table 2. Pearson correlation analysis for the quantitative variables (P = 0.005) measured in each population from the Blanca Jericé material

evaluated.
P 5

AP DT [ LP DP [ DHS | DHI | LHI | AHI | LHS | AHS AP [ DT [ip | DP | DHs | DHI | LHI | AHI | LHS | AHS
AP 1 AP 1
DT 0.98 1 DT | 036 | 1
P 0.34 0 1 P | 06 | 052 | 1
DP | 032 0 054 1 DP | 035 | 052 | 028 | 1
DHS | 038 | 039 | 003 | 0.3 1 DHS | 0.2 | 0.7 | 015 | 029 | 1
DHI | 031 | 038 | 082 | 079 | 007 1 DHI | 003 | 006 | 043 | 013 | 077 | 1
LHI | 059 | 055 | 5.0B-04 | -0.64 | 038 | 025 | 1 LHI | 0.0 | 017 | 027 | 007 | 054 | 082 | 1
AHT | 078 | 078 | 0290 | 050 | 020 | -0.04 | 094 | 1 AHT | 004 | 001 | 026 | 004 | 060 | 084 | 093 | 1
LHS | 081 | 077 | 022 | 044 | 021 | 009 | 093 | 098 | 1 LHS | 0.6 | 0.5 | 0.04 | 048 | 010 | 026 | 066 | 056 | 1
AHS | 075 | 076 | 061 | 28E- | 027 | 051 | 072 | 086 | 089 AHS | 055 | 021 | 026 | 026 | 005 | 014 | 038 | 018 | 077 | 1

03
P8 P9

AP DT [ LP DP [ DHs | DHI [ LHI | AHI | LHS | AHS AP [ DT [Lp | DP | DHs | DHI | LHI | AHI | LHS | AHS
AP 1 AP 1
DT 0.01 1 DT | 051 | 1
P 036 | 044 1 P | 0.5 | 008 | 1
DP 004 | 003 | 017 1 DP_ | 041 | 036 | 060 | 1
DHS | 046 | 039 | 087 | 0.2 1 DHS | 069 | 0.65 | 012 | 0.08 | 1
DHI | -002 | 007 | -009 | 058 | -001 | 1 DHI | 043 | 0.05 | 086 | 076 | 024 | 1
LHI | 005 | 050 | 025 | -055 | 0i1 | 0.3 | 1 LHI | 005 | 025 | 074 | 0.08 | 038 | 038 | 1
AHT | 017 | 049 | 010 | 059 | 057 | 043 | 088 | 1 AHI | 030 | 065 | 018 | 048 | 001 | 006 | 071 | 1
LHS | 010 | 052 | 057 | 051 | 035 | 037 | 060 | 044 | 1 LHS | 064 | 034 | 043 | 039 | 066 | 069 | 016 | 026 | 1
AHS | 020 | 034 | 035 | 073 | 029 | 066 | 054 | 049 | 091 AHS | 094 | 0.5 | 0.4 | 022 | 075 | 035 | 040 | 0.09 | 045 | 1

Values in bold are not significant (P = 0.005).

In the results of the correlation analysis, a positive and significant
correlation was observed for AP and LP in P7, which indicated
that the increase in AP contributed to an increase in panicle length
(Delgado ez al. 2009; Ebrahim ez a/. 2018), contrary to the negative
correlations between AP and LP in P5 and P8, which indicated
that the higher the AD, the lower the LP. Also, in P1, the correlation
of these variables was weak, as suggested by the existence of great
variability for the management of these characteristics through
genetic breeding (Al-Naggar ez al. 2018; Afiah ez al. 2018; Morillo
Coronado et al. 2020).

For P1, P8 and P9, a positive correlation was observed between the
characteristics associated with leaf morphology, such as AHS, LHS,
AHI, and LHI, similar to that obtained. As was observed in the study
carried out by Al-Naggar ez al. (2018), a positive correlation was also
found between the height of the plant and the length of the panicle,
which showed that a high grain yield can be achieved by selecting the
stem/inflorescence ratio. Afiah et 4/ (2018), in an evaluation of six
quinoa genotypes by seed yield and attributes under the conditions
of Toshka, found that the components of seed yield exhibited
various associations. Highly positive and significant associations
were observed between plant height and the number of secondary
branches/plant (0,64) and the number of inflorescences/plant (0,59),
revealing that the highest genotypes often had more branches and
inflorescences. The path analysis showed that the maximum relative

importance of the weight of the seed/plant was obtained with the
height of the plant (14.36), followed by the number of secondary
branches/plant (8.95) and the number of inflorescences/plant
(20,66). Consequently, indirect selection of these three traits would
improve seed/plant yield and would effectively contribute to the
improvement of quinoa.

Morillo Coronado et al. (2020) found that, among plant architecture
correlations, higher and more significant correlations were observed
between plant height, grain diameter and yield/plant. Positive and
significant correlations between phenological variables and plant
architecture were also quantified. The variables grain diameter and
weight of 1000 seeds had a high and positive correlation, which
suggested that there was an important margin of variation with the
possibility of selecting materials with a larger grain diameter without
affecting the weight and carbon requirement to obtain it similar
results were reported by Del Castillo Gutiérrez & Winkel (2014).

Based on the correlations of all the variables and the evaluated
populations, the phenotype of the material was highly influenced by
the environment. Correlation studies are an important step in quinoa
improvement programs since the information that is obtained is
useful for estimating the correlated response to selection for the
formulation of selection indices (Al-Naggar ez /. 2018; Ebrahim ez
al. 2018; Afiah ez al. 2018).
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The cluster analysis was used as an eflicient procedure to show
the structural relationships between the evaluated individuals and
provided a hierarchical classification (Figure 1). In the present
study, the distance between the individuals was estimated based
on their morphological characteristics, where Euclidean distances
greater than 7,0 were observed along with a distribution of the
individuals according to mainly to the characteristics of panicle
color, plant height, and presence of pigmented axillae. In the
study carried out by Morillo Coronado ez al. (2020), the clusters
showed a lax distribution of the materials with an association of
the characteristics of presence or absence of striae, growth habit,
color, shape, length, and diameter of the panicle, seed/plant
yield and weight of 1000 grains, results that were consistent with
morphological characterization studies on quinoa (Infante ez al.
2018; Farooq Azhar ez al. 2018).

In this research, as in the study by Morillo Coronado ez 4/. (2020),
no groupings were observed according to the site of origin of the
materials, as observed when evaluating the intrapopulation and

interpopulation phenotypic variation in seven quinoa populations
from the Bolivian altiplano, in which the morpho-phenological
markers separated the quinoa from the most limiting sectors for
agriculture (southern plateau and cold zones of the northern
plateau) from quinoa cultivated in more temperate zones (Del
Castillo Gutiérrez & Winkel, 2014). These results are consistent
with that reported by Farooq Azhar et al. (2018) where all quinoa
accessions showed good growth in subtropical and semi-arid
climatic conditions in Pakistan. In addition, the studies carried out
by Noulas ez 2/. (2018) demonstrated not only the wide adaptation
of quinoa materials to the agroclimatological conditions of Greece
but also the variation of quinoa phenotypic characteristics according
to the environment.

Madrid er al. (2018), in a characterization of the phenotypic
diversity of 12 coastal/lowland quinoa, used cluster analysis to
show that the morphological variables of the plant were grouped
independently of the grain yield components. In the studies carried
out by Afiah ez al. (2018), the grouping pattern of quinoa marterials

Figure 1. Cluster analysis showing the groups formed in each population from the Blanca Jericé material formed according to the qualitative

and quantitative variables.
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occurred according to the yield. De Santis er a/. (2018) evaluated
two groups of quinoa with different seed colors in Foggia, southern
Italy, and found that the cluster analysis did not show a clear
grouping of accessions based solely on seed color.

The morphoagronomic characterization of Blanca de Jericé
quinoa materials in the four evaluated municipalities showed
high intrapopulation phenotypic variability that depended on
the agroclimatological conditions of each site (Infante ez a/. 2018;
Morillo Coronado ez a/l. 2020), mainly as the result of the fact that
quinoa is a rustic crop with a broad agroecological adaptation that
can tolerate different types of stress and that is a food security crop
for the Andean community since with farmers who have maintained
and selected seeds for generations (Alvarez-Flores ez al. 2018).

However, the presence of morphotypes in quinoa crops is not a
desirable condition since it means that there are still no pure
materials or local varieties but only materials in the process of
domestication, which is a limitation for the implementation
of cultivation technologies. For example, populations can have
differences in the maturity stage of the plants, which can complicate
uniform agronomic management. In addition, the size and color of
the seeds are different between materials and within each material,
which prevents the development of machinery for threshing
processes as has been done for cereals with uniform grain sizes and
diameters.

The evaluation of the intrapopulation diversity of Blanca de Jericé
materials showed that there was segregation for most of the evaluated
phenotypic characteristics. Differentiation of quinoa populations
in the Department of Boyacd would be largely determined by
selection under environmental factors, particularly climatic factors,

and by local variability.
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RESUMEN

La materia prima del fitomejoramiento es la variabilidad genética,
que se presenta baja, en especies en proceso de domesticacién, que
no han sido sometidas a seleccién, como en Solanum betaceum. Una
de las tecnologfas para incrementar la variabilidad genética es la
induccién de mutagénesis. El objetivo del estudio fue evaluar, a
través de marcadores RAMs, las variaciones moleculares presentes
en plantulas de S. betaceum, provenientes de semillas sometidas a
diferentes concentraciones del agente mutante dietil sulfato (DES).
Los loci polimérficos oscilaron entre 87,5 y 100 % y el niimero de
alelos efectivos (Ne), entre 1,0 y 1,99. Los loci mds polimérficos se
observaron en TG, AG, ACA y CGA, que mostraron una heterosis
media insesgada entre 0,34 y 0,51, que permite establecer que estos
marcadores sean Utiles para obtener mayor discriminacién entre
mutantes en S. betaceum. Las distancias genéticas oscilaron entre
0,30y 1,0. E1 81,28 % de estos registros se dieron entre 0,60 y 0,90;
esto revela bajo nivel de cambios, debido al DES. Estos pequefios
cambios contribuyeron a enriquecer la variabilidad genética de la
muestra tratada con DES. Los marcadores RAMs fueron ttiles para
detectar cambios entre plantas provenientes de semillas tratadas con
DES y plantas normales. La variabilidad genética entre tratamientos
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con DES fueron mds altos que tratamientos sin DES. Las similitudes
genéticas fueron bajas entre plantas tratadas y no tratadas y fueron
altas, entre no tratadas. Los cambios producidos por DES fueron
de baja magnitud; sin embargo, produjeron cambios en los niveles
de variabilidad genética.

Palabras clave: Loci polimérficos; Heterosis insesgada; Microsatélites
amplificados al azar; Mutagénesis; Tomate de drbol.

ABSTRACT

The raw material for plant breeding is genetic variability, which is
low in species in the process of domestication that have not been
subjected to selection, as is the case with Solanum betaceum. One
of the technologies to increase genetic variability is mutagenesis
induction. The objective was to evaluate, through RAMs markers,
the molecular variations present in S. betaceum seedlings from seeds
previously subjected to different concentrations of the mutant agent
diethyl sulfate (DES). The polymorphic loci ranged from 87.5 to
100%, number of effective alleles (/Ve) between 1.0 and 1.99. The
most polymorphic loci were observed in TG, AG, ACA, and CGA,
which showed a mean unbiased heterosis between 0.34 and 0.51
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with an average of 0.44, which allows establishing that these markers
are useful to obtain greater discrimination between mutants in S.
betaceum. Genetic distances ranged from 0.30 to 1.0. The 81.28%
of these records were between 0.60 and 0.90. This reveals a low
level of changes due to DES. These small changes contribute to
enriching the genetic variability of the DES-treated sample. The
RAMs markers were useful for detecting changes between plants
from DES treated seeds and normal plants. Genetic variability
between DES treatments was higher than non-DES treatments.
Genetic similarities were low between treated and untreated plants
and were high among untreated plants. The changes produced by
DES were of low magnitude, however, they produced changes in
the levels of genetic variability.

Keywords: Mutagenesis; Polymorphic loci; Ramdom amplified
microsatellite; Tree tomato; Unbiased heterozygosity.

INTRODUCCION

El tomate de drbol Solanum betaceum Cav. es una especie originaria
de Sur América, donde se encuentran sus principales centros de
distribucién, como la zona Andina de Perd, Bolivia, norte de
Argentina y sureste de Brasil (Diaz Granada ez a/. 2017). Es una
alternativa de produccién, que se ha generalizado, gradualmente,
entre productores de clima frio y frio-moderado, en la regién
natural Andina de Colombia, siendo una especie, cuyo fruto posee
caracteristicas organolépticas aceptadas entre los consumidores
de los mercados, tanto nacional como internacionales (Acosta-
Quezada ez al. 2016). Entre 2007 y 2018, en el pais, se presentd un
incremento del 26,5 % en el 4rea cultivada de tomate de 4rbol, con
una superficie cosechada en el 2018, de 10.161 ha, una produccién
de 174.230 t y rendimientos entre 15,5 y 20,2 t ha' (Agronet,
2021).

Existe una escasa oferta de genotipos mejorados para la siembra
en frutales de Colombia, como el tomate de drbol; es por eso, que
los agricultores obtienen semilla tomando frutos de las plantas y
los cultivos resultantes son fenotipicamente heterogéneos, ademds,
genera en la especie pérdida de variabilidad genética, ya que, para
procesos de seleccién, se debe partir de una base genética amplia
(Lobo Arias, 2006; Lagos-Santander e a/. 2013).

Los factores mds importantes en la produccién de variabilidad
en plantas son: la hibridacién, la recombinacién y la mutacién
(espontanea o inducida); sin embargo, la ocurrencia de las
mutaciones de forma natural es demasiado baja para fines précticos,
por lo tanto, mutdgenos fisicos y quimicos han probado ser utiles
para incrementar las mutaciones y la variabilidad (Donini &
Sonnino, 1998). Las mutaciones causan un cambio repentino en
un cardcter, el cual, es heredable y, por lo tanto, transmisible a la
progenie, ademds de tener un gran potencial y servir como una
aproximacién complementaria en el mejoramiento de cultivos

(Gandhi et 4l 2014).

El dietil sulfato (DES) es ampliamente reportado como un
agente quimico capaz de causar alteraciones genéticas en distintas

especies. Bhagwat & Duncan (1997) utilizaron diferentes dosis de
4cido de sodio, dietil sulfato y etilmetano sulfonato en dpices de
banano Musa spp., cultivados in vitro, con el objetivo de evaluar su
efectividad induciendo mutaciones; ademds de producir variantes
tolerantes a Fusarium oxysporum, encontrando que los individuos
expuestos a los diferentes tratamientos mostraron menos de 10 %
de infeccién de £ oxysporum.

Para identificar la variabilidad generada, a través de la mutagénesis
inducida en especies cultivadas, se conocen diferentes metodologias
para el andlisis de la composicién genética, las cuales, permiten
tomar decisiones en el manejo de los recursos genéticos de las
plantas e identificar, de forma precisa, los individuos, ain en fases
tempranas de desarrollo (Estrada Salazar ez 4/ 2010). Dentro de
las metodologfas estén los marcadores moleculares, que se basan
en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y, dentro de ellos,
se pueden distinguir varios métodos, que difieren entre si por su
poder de resolucidn, es decir, el nivel de polimorfismo que puedan
detectar (Munoz Flérez et al. 2008).

Uno de los marcadores convencionales y de ficil aplicacién son los
microsatélites amplificados al azar-RAMs (por sus siglas en inglés),
propuestos inicialmente por Zietkiewicz ez a/. (1994), para el estudio
de la diversidad en plantas y en animales y combinan propiedades,
tanto de los marcadores de amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico- RAPDs (por sus siglas en inglés), como de secuencias
simples repetidas o microsatélites- SSRs (por sus siglas en ingles).
Los estudios de diversidad dirigidos con marcadores moleculares
RAMs han mostrado ser viables y sus resultados confiables, en
muchas especies, entre las cuales, se pueden mencionar a Physalis
peruviana (Morillo Paz et al. 2011), Guadua angustifolia (Rugeles-
Silva ez al. 2012), Musa spp (Munoz F. er al. 2012), Prunus persica
(Morillo Coronado et al. 2014), Prunus sp (Ben Tamarzizt et al.
2015), Physalis ixocarpa (Delgado-Alvarado ez al. 2018), entre

otros.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar, a través de marcadores
RAMs, las variaciones moleculares presentes en pldntulas de
S. betacewm provenientes de semillas, previamente sometidas a
diferentes concentraciones del agente mutante dietil sulfato (DES).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las semillas de tomate proceden de una planta
cultivar Manzano, con 14 meses de establecida en campo, una
variedad seleccionada por el agricultor; su fruto es de tamafio grande
120 a2 200 g, color de pulpa y arilo de semilla naranja; contenido de
solidos solubles de 9,35 a 10,32 °Brix, contenido de jugo por fruto
entre 26 a 31 mL y un rendimiento de 5,21 a2 9,32 ¢ ha' (Lagos-
Santander ez 2/ 2013). Las semillas, se trataron con diferentes
concentraciones y tiempos de incubacién del agente mutagénico
dietil sulfato (DES). Se utilizaron 25 semillas por repeticién, con
cuatro repeticiones, para un total de 100 semillas por tratamiento.

Induccién de mutaciones. Enloslaboratorios de Biologia Molecular
y de Cultivo de Tejidos Vegetales del Grupo de Investigacién en
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Produccién de Frutales Andinos, GPFA, de la Universidad de
Narifio, se desarrollé la fase de induccién de mutaciones. Las
semillas de tomate de 4rbol, previamente desinfectadas y sumergidas
en 4cido giberélico, se secaron a temperatura ambiente y luego se
sometieron a los tratamientos, que incluyeron 0,5, 1,0, 1,5 y 2
% de concentracién de DES y se incubé durante 8 y 16 horas, a
temperatura ambiente, con agitacidn suave. En total, se obtienen
10 tratamientos que corresponden a T1: 0 %pes-8h, T2: 0,5 %bes-
8h, T3: 1 %pes-8h, T4: 1,5 %pes-8h, T5: 2 %pes-8h, T6: 0 %pes-
16h, T7: 0,5 %pes-16h, T8: 1,0 %pes-16h, T9: 1,5 %pes-16h y
T10: 2 %pes-16h.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la variacién
genética, se sembraron los tratamientos en medio de cultivo 7 vitro

(Murashige & Skoog, 1962).

Extraccién de ADN. Tomando el ADN total de 50 pldntulas de
tomate por tratamiento a los 35 dias después de la germinacién
(tratadas con DES y plantas no tratadas), se aislé con el kit
extracciéon de ADN DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). La
cuantificacién y la pureza de los dcidos nucleicos, se determiné con
el espectrofotémetro NanoDrop One de Thermo Scientific.

Amplificacién de marcadores RAMs. Para evaluar la variabilidad
genética producida por los tratamientos mutantes, se probaron seis
cebadores RAMs, los cuales, corresponden a: AG (5"HBH(AG)7A
37, CA (5’'DBDA(CA); 37), TG (5'HVH(TG);T 3’),
ACA (5'BDB(ACA)s 3"), CCA (5’'DDB(CCA)s 3') y CGA
(5’DHB(CGA)s 3”), donde: H=A, ToC;B=G,To C; V =G,
AoCy D=G,AoT.

Los perfiles de amplificacién de la PCR fueron los siguientes:
desnaturalizacién inicial de 95 °C, durante 5 minutos; 37 ciclos
de desnaturalizacién, a 95 °C, por 30 segundos; hibridacién: 50
°C (Primer AG), 41 °C (Primer CA), 55 °C (Primer TG), durante
45 segundos; 58 °C (Primer ACA), 61 °C (Primer CGA) y 55 °C
(Primer CCA), durante 50 segundos. La extensidn, se hizo a 72 °C,
por 2 minutos y la extensidn final, a 72 °C, durante 7 minutos. Para
la amplificacién, se utilizé un termociclador Multigene ™ OptiMax
(Labnet, USA). Los productos amplificados fueron separados por
electroforesis vertical, en geles de poliacrilamida, al 7,5 % y se
construyé una matriz binaria de presencia y ausencia, donde 1 es
presencia y 0 ausencia de bandas.

Se determiné el nimero de alelos polimérficos, la heterocigosidad
observada, la heterocigosidad esperada y el nimero de alelos por
cebador. Para el andlisis, se utilizé el complemento de Excel, GenAlex
versién 6 (Peakall & Smouse, 2006). Dado que el cebador CCA
fue 100 % monomdrfico en las plantas evaluadas, no se incluyd en
el andlisis estadistico. Las estimaciones de similitud, se obtuvieron
mediante el indice de Dice (1945) y la construccién de grupos y
la generacién del dendrograma, se realizé por el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), que
permite buscar la distancia mds pequena en la matriz de distancias
genéticas y agrupar las unidades que lo conforman, como una sola
unidad taxonémica independiente (Hart, 1983), para los cuales,

se utilizé el programa Numerical Taxonomy System (NTSYSpc)
version 2.02¢g (Rohlf, 1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cinco cebadores RAMs analizados generaron 37 loci, de los
cuales, siete se obtuvieron en CA y TG; cinco en AG; seis en ACA 'y
12 en CGA. Igualmente, se lograron 1.258 registros con 594 unos y
664 ceros; estos valores son inferiores a los encontrados en estudios
que determinaron genotipos con mayor diversidad genética, como en
mora (Rubus glaucus) (Morillo C. et al. 2005) y en cacao (Theobroma
cacao L) (Morillo C. et al. 2014); sin embargo, los niveles de
diversidad identificados se consideran aceptables, teniendo en cuenta
que se utilizd la progenie de una sola planta. El niimero de alelos (Na)
vari6 entre 1,86y 2,0, con un promedio de 1,97 + 0,97 y el niimero
de alelos efectivos (IVe), entre 1,0 y 1,60, con una media de 1,40 +
0,05, mientras que considerando todos los loci, el Ne oscilé entre
1,0 (CA5) y 1,99 (ACA1) (Tablas 1 y 2). Segin lo reportado por
Magalldn Herndndez ez al. (2009), se presentan alelos raros dentro
de la poblacién evaluada, a causa de que el Na es mayor al Ne; el
nimero de alelos por locus polimérfico es la medida més directa de
la diversidad y se refiere al niimero de estados variantes de un locus
dentro del genoma, ya sean las formas alternativas de una proteina,
el nimero de sitios dentro del genoma que pueden ser cortados con
enzimas de restriccién, o a la variacién en el niimero de secuencias
repetitivas en el ADN, entre otras.

A excepcién de CCA, losloci identificados mostraron una naturaleza
polimérfica. Solo CA presenté el 87,5 % de loci polimérficos; los
demds obtuvieron el 100 %. El porcentaje de loci polimdrficos
en la poblacién evaluada fue del 97,30. Los loci més polimérficos
correspondieron a TGi, TGz, TGs, TGs, TGs, AG1, ACA1, AC:,
ACAs, ACAs, CGA1, CGAs, CGAsy CGAs, que mostraron una
diversidad génica o una heterosis media insesgada (#4), entre 0,34 y
0,51, con una media de 0,44 (Tabla 2), que permite establecer que
estos marcadores son Utiles para obtener una mayor discriminacién
entre los tratamientos mutantes en Solanum betaceum. En un estudio
relacionado con marcadores codominantes, como los microsatélites
(SSRs), en esta especie, los niveles del Indice de Contenido
Polimérfico (PIC), para un mismo microsatélite, estuvieron en un
rango de 0,08 y 0,51. Los resultados de este estudio revelan una
reducida diversidad genética en las plantaciones de S. betaceum, en
el Ecuador y constituyen un primer paso para determinar futuras
acciones en el mejoramiento de este cultivo (Penafiel L. ez a/. 2009),
como puede ser la induccién de mutaciones en cultivares existentes.

En la tabla 2, se puede observar una sintesis de los pardmetros de
diversidad genética obtenidos con cinco marcadores RAMs, a través
de los tratamientos mutantes en S. betaceum. Los valores de heterosis
insesgada promedia (uh) y los indices de diferenciacién genética
(Fst) indican altos niveles de variacién en los tratamientos. Llama
la atencién el marcador CA, que presenta una moderada uh, pero
un alto Fst, lo cual, se debe a que de los 238 registros de presencias/
ausencias que se presentd en la poblacién muestreada, puede
diferenciar entre aquellos que contienen unos loci de aquellos que no
lo manifiestan. Asi, en un grupo uno, estdn Ci, Cz, Csy Cs, que solo



4 Lagos-Burbano, T.C,; Lagos-Santander, L.K.; Duarte-Alvarado, D.E.; Garcia-Alzate, J.: mutagénesis inducida en tomate de arbol

presentan bandas en un 0,09 % de 136 registros y, en el otro, Cs, Cs
y C7, que exhibieron bandas en un 97 % de 102 registros, a través de
los 34 individuos evaluados.

Tabla 1. Pardmetros de diversidad genética de los loci obtenidos
provenientes de semillas tratadas con dietil sulfato-DES.

Los demds marcadores muestran altos valores de variacién genética,
reflejados en altos valores de uh y Fst. Si se tiene en cuenta el criterio
de Wright (1978), que indica que valores de Fst entre 0,05 y 0,15
muestran una diferenciacién moderada, entre 0,15 y 0,25 alta y

con cinco marcadores RAMs en pldntulas de Solanum betaceum,

Loci | P q Na | Ne I h uh

Loci P q Na | Ne I h uh

CA1| 006 | 094 | 200 | 1,13 | 022 | 011 011

5 >

ACAl | 047 | 053] 20| 1,9 | 06 | 050 | 051

CA2 | 012 | 088|200 | 1,26 | 036 | 021 | 021

5!

ACA2 | 068 | 032 20| 1,78] 03 | 044 | 045

CA3 | 015 | 08 | 200 | 1,34 | 042 | 025 | 026

ACA3 003 097 | 200 | 1,06 013 | 006 | 006

> > > > > )

CA4 | 003 | 097 | 200 | 1,06 | 013 ] 006 | 006

5 >

ACA4 | 0 | 091 | 20| 1,19] 03| 016]| 017

CA5 | 1,00 | 000 | 1,00 | 1,00 | 000 | 000 | 000

5 &)

ACA5 | 068 | 032 20| 1,78] 03 | 044 | 045

CA6 | 097 | 003|200 | 1,06 | 013] 006 | 006

]

ACA6 068 | 032 | 200 | 1,78| 063 | 044 | 045

> > >

CA7 | 0 | 006 | 200 | 1,13 | 022| 011 | 011

> >

CGAl 056 | 044 | 200 | 1,97 069 | 049 | 051

> > > >

TG1| 029 | 071|200 | 1,71 | 061 | 042 | 043

CGA2 | 0 | 091 | 20| 1,19] 030 | 016| 017

TG2 | 074 | 027 | 200 | 1,64 | 058 | 039 | 040

CGA3 | 041 | 059 | 20| 1,94 | 068 | 048 | 050

TG3| 074 | 027 | 200 | 1,64 | 058 | 039 | 040

>

CGA4 | 006 | 094 | 200 | 1,13] 022 011 011

¢l >

TG4 | 012 | 088 | 200 | 126 | 036 | 021 | 021

CGA5 | 020 | 071 | 200 | 1,71] 06l | 042 | 043

TG5| 077 | 024 | 200 | 1,56 | 055 | 036 | 037

CGA6 | 079 021 | 20| 149| 051 | 033 | 034

>

TG6 | 079 | 021 | 200 | 1,49 | 051 | 033 | 034

>

CGA7 | 0m | 091 | 200 | 1,19] 030 | 016 | 017

TG7| 08 | 018|200 | 1,41 | 047 | 029 | 030

5

CGA8 | 003 | 097 | 20| 1,06| 013| 006 | 006

AG1 | 044 | 056|200 | 197 | 060 | 049 | 051

>

CGA9 | 0% | 006 | 200 | 1,13] 022 o11| 011

> ) >

AG2 | 08 | 015|200 | 1,34 | 042 | 025 | 026

CGA10 | 003 | 097 | 200 | 1,06| 013 ] 006 | 006

AG3 | 085 | 015|200 | 134 | 042 | 025 | 026

CGAIl | 006 | 094 | 200 | 1,13| 022| 011 011

AG4 | 085 | 015|200 | 134 | 042 | 025 | 026

CGA12 | 012 088 | 20| 126] 036 | 021 | 021

) >

AG5 | 085 | 015|200 | 1,34 | 042 | 025 | 026

Na = ntmero de alelos diferentes; Ne = ntimero de alelos efectivos = 1/(p?+q?); I = Indice de informacién de
Shannon = -1*(p*Ln(p)+q*Ln(q)); h = heterocigosidad = 1- (p? + q); uh = heterocigosidad insesgada = (N /
(N-1)) * h; %P = porcentaje de loci polimérficos (%P = 1-[(1/m)X.p?]); p = frecuencia de banda presente y q =

1 — p. Fst = indice de diferenciacién genética.

Tabla 2. Pardmetros de diversidad genética obtenidos con cinco marcadores RAMs en pldntulas de Solanum betaceum, provenientes de

semillas tratadas con dietil sulfato-DES.

Macador p q Na Ne 1 h th Fst %P
CA 0 | 053 | 18 114 | 021 | o1t | a12 | am | 87
AG 077 | 023 | 200 | 146 | o4 | 03 | 03 | o 100
TG 0,61 03 | 20 | 15 | o052 | 03 | 03 | ois 10
ACA 0,44 056 | 2.0 160 050 | 034 0,35 031 100
CGA 020 | o7 | 200 | 135 | o036 | 02 | 02 | o 10
Medn 051 | 049 197 140 | o4 | 025 | 02 | o040 06
DE 018 | 018 | 00 | oo 0B | 00 | om | o2 | a17

Na = nimero de alelos diferentes; Ne = niimero de alelos efectivos = 1/(p*+q?); I = Indice de informacién de
Shannon = -1*(p*Ln(p)+q*Ln(q)); h = heterocigosidad = 1- (p? + q?); uh = heterocigosidad insesgada = (N /
(N-1)) * h; %P = porcentaje de loci polimérficos (%P = 1-[(1/m)Y.p?]); p = frecuencia de banda presente y q

=1 - p. Fst = indice de dif)erenciacién genética.
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Tabla 3. Valores de similitud (diagonal y encima de la diagonal) y disimilicud (debajo de la diagonal) de Dice (1945), para las plantas de

Solanum betaceum, obtenidas de semillas tratadas con dietil sulfato-DES y evaluadas con cinco marcadores del tipo RAMs

T| 1|2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 ]9 |10|1|12|13|14]|15]16]17
1 (10[09 09|07 |07 ]08]|08 |08 |08 |06 06|07 [09]06]09]07]07
2 (01]20]09 |07 |08 |08 |08 |08 09|07 |06]08]09|05]00]08]08
3101012007 |07 |08 |09 |09 |08 ]07 |06]08]09]06]09]08]07
4 103]03]03|120|0 |08 |07 |08 |08 ]08/|08]|07]07]03]06]06]05
5 103]02]03]01 20|08/ |08 |08 |08 |07 |07 |08 ]08]041]07]06]05
6 |02 ]02]02]03]02]20/00 |09 |09 |07 |08 ]08]09]|05]08]08]07
7 102]02]01]03]02]01 201009 |07 |07 [08]09]06]08]07]07
8 |02 ]02]01]03]02]01 |00 |20[09 |07 |08]081]09]05]08]08]07
9 [ 02|01 |02]02]02 010101 |10[07 |07 |08]08]06]08]08]07
10 [ 04 [ 03 ]03]02]03]03]|03|03|03|10/[09]08]07]03]06]06]05
1|04 |04 |04 02[03[03]03]03]03]01]20]0]06]03]|06]05]04
12 (03 ]02]02]03[02]02 02|02 02|02/ 01 ]|10[08]05]07]07]06
3ot ot |ot|o3]02]02]|01|01 02|03 04]02]10]06]09]08]07
14 [ 04 | 05|04 |07 |06]|05]|04 |05 04|07 |07 |05]05]10]06]06]06
15 01 |01 |01 |04 |03 |02]02]021]02] 04 04]031]01]04]|710]07]07
16 [ 03 [ 02 |02 |04 |04]02]03|02 02|04 [05]03]02]047]03]10]09
177 {03 |02 |03 ]05(]05]03]|03|03|03|05 06|04 |03]04]03]01]10
18 (01 ][00 |01 |03/[03]02]|02|02] 02|04 04]03]021]05]02]02]02
19 [01[01]00/[03][03]02]|01 |01 02|03 04 02]01]04]01]02]03
20 01| 01[00|03 |03 02|01 |01 [02]03]04]02]01]04]01]02]03
21 {0101 (00|03 ]03]02 01|01 02|03 04 02]01]04]01]02]03
2202 ]01]01 |03 02|01 |01t |01 |01 |03]03]02]01]05]01]02]03
23 03|02 (02|01 |02 02|03 |03 ]03]02]02]02]02]07]03]04]05
24 01 |01 |01 ]02]|02]01 02|01 |01 [03]03]02]01]041]01]|01]|02
25 | 04 |03 ]03 03|03 |03 (03|03 [03]03]03]|03]|04]05]04]04]05
26 | 03 |03 ]02]|04 03|02 01 [02]02]04]04]03]02]041]03]04]05
27 103 |02 (03|04 |03|02)02 02 02 04 ]04]021]021041]03]03]04
28 | 03 |03 |02 |04 0302|0102 02 04 04]021]02]041]02]04]04
29 | 03 |03 |02]|05 |04 |02 01 [02]02]04]04]02]02]041]02]04]05
30 020202 03 02 01020101 ]04]03]02]02]04]03]03]04
31 (0101 ]00|03]03]01 01|01 |ot |03 |03]02]01]05]01]02]03
3200101 |00 |03 |02 a1t o1 |01 |01 ]03]03]02]01]05]01]02]03
33106 |06 |07 |04 05|06 06|06 ][05]05]04]05]06]07]06]05]06
34106 |06 |07 |04 05|06 06|06 ]|05]05]|04]05]06]07]06]05]06
T |18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34
1009[09[09[09 |08 |07 |0 |06|07 |07 |07 |07 |08 |09 |09 |04]|04
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Continuacién tabla 3.

5 5 5! 5! 5 > > )

2 110[09 (09|09 09|08 10|07 |07 ]08]07 |07 |08 ]09 09|04 |04
310914010 120]09 |08 09|07 08|07 08/ 08 |08 |10]10]03]|03
4 10707070707 09 08|08 |06]06] 06/ 05|07 0707 ]06]06
5 10707 |07 07 08 |08 |08 07|07 07 07 |06]08]07 |08 ]|05]05
6 |08 |08 |08 |08 09|08 |09 |07 |08 |08 /[08 |08 |00 |09]09]|04]04
7 1081090 |09 ]09 (09 ]07 00|07 09/ 08109 09 |08]091]09]|04]04
8 108 1090 |09 |09 |09 ]07 |00 |07 08|08/ 08|08 |09 ]|09]09]|04]04
9 |08 |08 |08 |08 |09 |07 09|07 |08 |08 |08 /[08 |00 |09 ]09]05]05
10 |06 |07 |07 |07 07 08|07 |07 06|06 |06 |06]06]07 |07 ]|05]05
1106|0606 |06 |07 |08]07]07 06|06 060607 |07 ]|07]06]06
1207 |08 |08 |08 08|08 |08 |07 |07 08|08 |08 |08 |08 |08 |05]05
13109 |09 |09 ]09 |09 |08 |09 |07 08|08 |08 |08]08]|09|09]|04]04
14 (05 |06 |06 |06 ]05]03|06]05]06]06] 06 |06]061]05]05]|03]03
15 (08 |09 |09 09|09 |07 |00 (0607 |07 |08 ]|08]07 |09 |09]|04]04
16 |08 |08 |08 |08 |08 |06 |09 |06]|06]07 |06 |06]07] 08|08 ]|05]05

> > )

17 1 08 [ 07 | 07 | 07 | 07 | 05 | 08 | 05

05106 | 06|05 (06|07 |07 |04 |04

18 | 1,0 (09 09|09 |09 |07 |00 |06 |06]|07 0707 080900 ]|03]03
19 |01 |10 | 10| 20|09 |08 |00 |07 |08 |07 08|08 |08 |10]10]03]03
20 | 01|00 |120|10|00 |08 |09 |07 08|07 08 08|08 |10]|10]03 /|03

5 > ) ) 5 > > >

21101 (00|00 | 10|09 0871|0907

08 107 (08 ]08 08 ] 10| 10|03 |03

22 0101101 |01 |20]09 | 10]07

07 108 08 ]08 (08109 |09 |04 |04

2310302 02 02]01]20|08 07 06|06/ 06|06/ 061/ 081]08]05]05
2401 |01 ot ot |00][02|10[07 07 08|08 |08 |08 [09]09]04]04
25 |04 |03 10303030303 |10]08/]08 |08 |06 |06]07]07]04]04

26 | 04 |02 |02]02]03 |04 ]03]02

L0 | 09 | 10|08 | 08 | 08 | 08 | 04 | 04

271031030303 (0210402102

01 | 1,0 |09 |08 |09 |08 |08 | 04|04

28103 |02 ]02]02] 020402102

00 |01 | 1,000 |08 |08 |08 | 04|04

> > 5 5

2903 (02 |02]02]02] 04 ]|02]04

02 0201 |1,0[08 /08|08 |03]03

300202 02 0202104 ]02]04

02 101 |02 )02 10|08 |08 ]|05]|05

> > > > 5 > >

31001 (00 00|00 |01 020103

02102 02 02 02]120][10]04 |04

32001100 00 00 01 ]02]01]03

02 102102 ]|02102]00 10| 04 |04

> > > > > > >

33107107 07|07 061050606

06 | 06 |06 |07 ]05]06 |06 ]|20]10

34107070707 ]06]05]|06]06

06 |06 |06 |07 050606001120

T= tratamiento; T1(0-8h) = 1, 2, 3; T2(0,5-8h) = 4, 5; T3(1-8h) = 6, .., 9; T4(1,5-8h) = 10, 11, 12; T5(2-
8h) = 13, 14, .., 17; T6(0-16h)= 18, 19, 20, 21; T7(0,5-16h)= 22, 23, 24; T8(1,0-16h)= 25, .., 29; TI(1,5-

16h)= 31, 32, 32; T10(2,0-16h)= 33, 34.

mayor a 0,25 muy alta, demuestra que existieron cambios entre
los grupos de plantas tratadas y no tratadas, tal como se verd mds
adelante. En la tabla 3, se muestran los valores de similitud (diagonal
y encima de la diagonal) y disimilitud (debajo de la diagonal), de
Dice (1945), obtenidos por los diferentes tratamientos de DES. Las
observaciones 1, 2 y 3 fueron blancos (0 %pes-8 h), al igual que 18,

19,20y 21 (0 %pes-16 h). Las observaciones 4 y 5 correspondieron a
T2 (0,5 %pes-8 h), de 629 aT3 (1 %pes-8 h), 10, 11y 12aT4 (1,5
%pes-8 h), 13217 aT5 (2 %pes-8 h), 22 y 24 a'T7 (0,5 %pes-16 h),
25229aT8 (1,0 %pes-16 h), 31 y 32 aT9 (1,5 %pes-16 h), 33 y 34
aT10 (2 %prs-16 h).



Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 25(1):e1956. Enero-Junio, 2022

Tabla 4. Proporcién de la presencia de bandas con los cinco cebadores RAMs en cada uno de los tratamientos de dietil sulfato-DES, en

Solaum betaceum.

T CA TG AG ACA | CGA | T CA TG AG ACA | CGA
1 0,43 0,86 1,00 0,67 033 | 18 | 043 0,86 1,00 0,67 0,00
2 | 04 0,86 1,00 0,67 008 | 19 | 043 0,8 1,00 0,67 0,50
3 | 04 0,8 1,00 0,67 050 | 20 | 043 0,86 1,00 0,67 0,50
4 | o 0,00 1,00 0,33 017 | 21 | 043 0,8 1,00 0,67 0,50
5 043 0,29 1,00 017 017 | 22 | o043 071 1,00 0,67 033
6 | 0 071 080 033 033 | 23 | 043 0,00 1,00 0,67 033
7 043 071 080 033 042 | 24 | o043 071 1,00 0,67 017
8 | o0 071 080 033 033 | 25 | 08 029 0,80 0,50 025
9 | 043 071 080 033 017 | 26 | 08 0,86 0,80 0,00 042
10 | 043 0,00 080 0,83 025 | 27 | on 086 0,80 017 017
1n | o8 0,00 080 033 025 | 28 | on 0,86 0,80 017 042
12 | 043 043 080 0,50 025 | 29 | 014 071 0,80 017 042
13 | o4 071 1,00 0,50 033 | 30 | 043 0,86 0,80 0,00 017
14 | 057 071 0,00 017 0,67 31 | 04 086 0,80 0,67 033
15 | 043 071 1,00 0,50 042 | 32 | 04 0,86 1,00 0,50 033
16 | 043 071 0,00 0,67 017 | 33 | 043 0,00 0,00 0,00 0,08
17 | o4 071 0,00 0,67 000 | 34 | 043 0,00 0,00 0,00 0,08

Los valores de similitud que estdn por encima de la diagonal (Tabla 3)
tienen un total de 34t (34-1)/2 = 561 registros, sobre este conjunto
de datos, tal como lo muestran los pardmetros de diversidad genética
(Tablas 1 y 2). Como se dijo anteriormente, las plantas evaluadas
surgen de semillas tomadas de una sola planta al azar de un cultivo de
tomate de drbol var. Manzano, sometidas a diferentes concentraciones
de DES; de ahi, que los valores de similitud permiten establecer los
cambios y las diferencias entre plantas tratadas y no tratadas.

Los valores de distancia (Tabla 3) y la proporcién de la presencia
de bandas con los cinco cebadores RAMs en cada uno de los
tratamientos DES en Solaum betaceum (Tabla 4), reflejan los
cambios en las frecuencias de los loci identificados entre plantas
tratadas y no tratadas. En las observaciones no tratadas (1, 2, 3,
18, 19, 20 y 21), los marcadores se manifestaron con las mismas
proporciones, a excepcién del marcador CGA, que cambia sus
proporciones en las observaciones 1, 2 y 18. Estas variaciones,
se deben al sistema de reproduccién mixta que tiene la especie
(Ramirez & Kallarackal, 2019), que permite manifestar algunos
niveles de variacidn en progenies de una sola planta.

Es claro que muchos de los tratamientos con DES son semejantes a
los tratamientos no tratados, pero con variaciones en los niveles de
similitud; porejemplo, las distancias genéticas o disimilitudes (debajo
de la diagonal) (Tabla 3) son mds grandes en concentraciones de 2
% de DES, por 8 y 16 horas, aunque las distancias son de diferente
magnitud, que oscilan entre 0,4 y 0,9, confirma que existieron
cambios de diferente magnitud entre plantas tratadas y no tratadas
e incremento de la variabilidad genética, aunque con pequefios

cambios, que dieron como resultado una mayor frecuencia de
distancias entre 0,1 a 0,4. Cambios similares observaron Mudibu ez
al. (2011), en plantas de soya, tratadas con rayos Gamma.

En el dendrograma dela figura 1, se muestran las relaciones genéticas
entre los tratamientos DES de Solanum betaceum, construido con
base en el coeficiente de similitud de Dice (1945) y el método de
agrupamiento UPGMA, obtenido de cinco cebadores RAMs. A una
similitud de 0,70, se identificaron tres grupos: en el grupo 1 (G1),
se ubicaron el 70,6 % de la poblacién analizada; en el grupo 2 (G2),
el 20,6 % y en el grupo 3 (G3), el 5,9 %. La observacién 14, que
corresponde a T5 (2 %pes, 8 h), no se ubicé en ningtin grupo. Esta
planta, se caracteriz6 por no producir bandas en el marcador AG y
reducir la proporcién de presencia de bandas en TG y CGA. Algo
similar ocurri6 en el G3, con las observaciones 33 y 34 del T5 (2
%pes, 16 h), pero con la diferencia que no manifestaron bandas en
los tres marcadores antes mencionados (Tablas 4 y 5). La similitud
de estas tres observaciones respecto a las no tratadas oscila entre 0,3
y 0,6 (Tabla 3), lo cual, confirma el efecto del DES en el cambio de
las frecuencias de los marcadores utilizados en esta investigacion. En
términos generales, la variacién entre las 34 observaciones evaluadas
es alta, pero las distancias genéticas moderadamente pequenas, tal
como se encontraron en soya tratada con rayos Gamma (Mudibu ez
al. 2011). De hecho, la heterosis total es relativamente alta (50 %),
para la progenie de una planta, cuyas muestras tratadas presentan
similitudes altas, que van entre 0,90 y 1,0.

El andlisis genético de los tres grupos formados (Figura 1) indica
que el porcentaje de loci polimérficos en el G1 fue de 70,27 %;
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Figura 1. Dendrograma de las relaciones genéticas entre los tratamientos de dietil sulfato-DES de Solanum betaceum, construido con base
en el coeficiente de similitud de Dice (1945) y el método de agrupamiento UPGMA, obtenido de cinco cebadores RAMs.

Tabla 5. Pardmetros de diversidad genética obtenidos con cinco marcadores RAMs en pldntulas de Solanum betaceum, provenientes de

semillas tratadas con dietil sulfato-DES.

Grupos %T %P Ne I h th N ei (1973)
G1 7060 70,27 1,29 029 018 019 D2 015
G2 20,60 459 127 024 016 018 D | 04
G3 >0 000 100 000 000 000 Dzs | 024

Medn 3874 119 018 011 013
DE 20,60 003 0024 02 02

%T = tamafio del grupo respecto a la poblacién en porcentaje; %P = porcentaje de loci polimérficos (%P
= 1-[(1/m)Xp2]); Ne = nimero de alelos efectivos = 1/(p2+q2); I = Indice de informacién de Shannon =
-1*(p*Ln(p)+q*Ln(q)); h = heterocigosidad = 1- (p2 + q2); uh = heterocigosidad insesgada = (N / (N-1));

D.= distancias genéticas insesgadas.

en el G2 de 45,95 % y de cero, en el G3. El indice de heterosis
insesgada (#4) fue alta para los grupos dos y tres, con valores de 0,19
y 0,18, en su orden. El grupo 3 present6 una alta homogeneidad,
con un uh de cero; es de aclarar que en el G1 se encuentran todos
los controles (0 %pes-8 h y 0 %pes-1 h). Este grupo presenta una
distancia baja con G1, moderada alta con G2 y moderada con G3.
El nimero de alelos efectivos (/Ve) en los tres grupos es similar y
oscila entre uno y 1, 3 (Tabla 5). Se comprueba que los cambios
producidos por el agente DES fueron de baja magnitud; sin
embargo, produjeron cambios en los niveles de variacién genética,
tal como lo indican los altos niveles de los pardmetros de diversidad

genética y el porcentaje de loci polimérficos. Es necesario,
comprobar, en la siguiente generacién de esta poblacién mutante, si
existen diferencias a nivel fenotipico. Al respecto, Prina ez a/. (2010)
indican que en la generacién mutante (M2), se deben identificar los
cambios causados por los agentes mutantes y es necesario iniciar, en
esta fase, el proceso de seleccidn.

Basado en los resultados obtenidos, se puede concluir que los
marcadores RAMs fueron utiles para detectar cambios entre
plantas provenientes de semillas tratadas con el agente mutagénico
dietil sulfato (DES). Los niveles de variacién genética entre los
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tratamientos con DES fueron mds altos que los tratamientos sin
DES. Las similitudes de Dice fueron bajas entre plantas tratadas
y no tratadas y fueron altas entre plantas no tratadas. Los cambios
producidos por el agente mutante DES fueron de baja magnitud; sin
embargo, produjeron cambios en los niveles de variacién genética en
la poblacién estudiada.
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RESUMEN

El uso de microorganismos benéficos en conjunto con
bioestimulantes vegetales puede ser una alternativa eficiente para
mejorar la productividad del frijol. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de la aplicacion individual y combinada entre
los bioestimulantes ME-50" y FitoMas-E"®

agroproductivo del frijol en época de siembra tardfa. Ia

en el incremento

investigacion, se desarrollé en la Cooperativa de Créditos y
Servicios “Martires de Taguasco”, Sancti Spiritus, Cuba. Se realizo
un experimento en condiciones de campo con el cultivar “Velazco
largo”. Los tratamientos, se distribuyeron en bloques al azar, en
esquema factorial 2X2, con cinco réplicas, dos niveles ausencia y
presencia del consorcio ME-50" y su combinacién con la no
aplicaciéon y aplicacion de FitoMas-E. Los efectos de los
bioestimulantes se observaron en los parametros de i) crecimiento:
hojas por planta, area foliar y la masa seca y ii) productivos: numero
de vainas por planta, granos por vaina, masa de 100 granos y el
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rendimiento. Los resultados revelaron que la aplicacién conjunta
de ambos bioestimulantes fue mas eficiente en el aumento del
crecimiento y la productividad, que la aplicacién individual y la no
aplicacion de bioestimulantes, al incrementar el rendimiento en 10
y 71 %, respectivamente. Los hallazgos de este estudio sugieren
que la combinacién entre el ME-50" y el FitoMas-E" constituye
una alternativa eficiente, econémica y viable, para aumentar
la productividad del frijol en época de siembra tardia.

Palabras clave: Aplicacién foliar; Bioproductos; Inoculacion;
Phaseolus vulgaris 1..; leguminosas.

ABSTRACT

The use beneficial of microorganisms jointly with vegetal
biostimulants can be an efficient alternative to improve the
productivity of beans. The purpose of this research was to determine
the effect of individual and joined application of the biostimulants
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ME-50" and FitoMas-E® in the agroproductive increase of the
bean in the late sowing season. The research was conducted at the
collective farmer “Martires de Taguasco”, Sancti Spiritus, Cuba. An
experiment was carried out under field conditions with the cultivar
“Velazco Largo”. The treatments were distributed in random
blocks, in a 2X2 factorial scheme, with five replications, two levels
absence and presence of the ME-50® consortium and its
combination with no application and application of FitoMas-E".
The biostimulants effects were observed in i) growth parameters:
leaves per plant, leaf area and dry mass; ii) production parameters:
number of pods per plant, grains per pod, the mass of 100 grains
and yield. The results revealed that the joint application of both
biostimulants was more efficient in increasing growth and
productivity than the individual application and the non-application
of biostimulants, due to the yield increase of 10 and 71 %,
respectively. The findings of this study suggest that the join
application between ME-50" and FitoMas-E® constitutes an
efficient, economical and viable alternative to increase bean
productivity in the late sowing season.

Keywords: Foliar application; Bioproduct; Inoculation; Phaseolus
valgaris L.; Fabaceae.

INTRODUCCION

Una poblacién humana en aumento, unida a la privacién de
recursos y al cambio climatico, sugiere que satisfacer la futura
demanda mundial de alimentos sera un desafio (Mwale ef a/ 2020).
Los frijoles son las leguminosas de grano mas importantes para el
consumo humano, porque son una fuente de proteina y ricos en
minerales, especialmente, hierro, zinc y vitaminas (Campa et al.
2018; Calero Hurtado ez al 2020c). La agricultura, se enfrenta a
graves problemas de degradacion de la tierra (Singh ez a/. 2020);
sistemas de cultivo intensivo, asi como el desequilibrio en el uso de
fertilizantes, son los factores principales que provocan desbalance
de nutrientes, disminuyen la fertilidad del suelo, bajan la
productividad y reducen la calidad de los alimentos (Francisco ez 4.
2018).

La interaccion entre plantas y microbios puede contribuir a la salud
y la productividad de los cultivos (Avila e al 2021). Los
microorganismos de agricola
estrategia ecologica clave hacia el desarrollo integrado de practicas,

importancia representan  una
tales como manejo de nutrientes, entre otros, con miras a reducir el
uso de productos quimicos en la agricultura y mejorar el
rendimiento (Nassary ez a/. 2020).

Los microorganismos eficientes - ME es una tecnologfa descubierta
y desarrollada por el profesor Teuro Higa, en Japén (Avila et al.
2021), como una alternativa para remplazar los fertilizantes y los
plaguicidas sintéticos, popularizados después de la Segunda Guerra
Mundial, para la producciéon de alimentos en el mundo (Calero
Hurtado ez al 2019a). El profesor encontré que el éxito de su
efecto estaba en el cultivo de varios microbios mezclados; desde
entonces, esta tecnologia se investiga, se desarrolla y se aplica en
una multitud de usos agropecuarios y ambientes, y es utilizada en
mas de 80 pafses del mundo (Silva e# a/. 2022).

Estos ME, se clasifican en grandes grupos funcionales, como un
grupo acido lactico, bacterias fotosintéticas, grupo de las levaduras,
grupo de los actinomicetos y hongos (Avila ef al. 2021; Silva ez al.
2022), especialmente, la presencia de Bacillus subtilis, Lactobacillus
bulgaricum vy~ Saccharomyces  cereviciae, ademas de la presencia de
nutrientes minerales, como N, P, K y Ca, que intervienen en
procesos biologicos del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Calero Hurtado ez 2/ 2020d).

El principio fundamental de esta tecnologfa consiste en la
introducciéon de un grupo de microorganismos benéficos para
mejorar las condiciones fisicoquimicas del suelo (Avila ez 4/ 2021;
Silva e al. 2022). La utlizacion de ME es favorable para la
agricultura; diversos estudios reportan efectos benéficos, porque su
introducciéon mejora y favorece el crecimiento y el desarrollo de
diferentes cultivos, como el pepino, el tomate, la habichuela, el
tabaco y frijol (Calero Hurtado ez @/ 2017; Calero-Hurtado ef al.
2018; Quintero e al. 2018; Calero e al. 2019; Calero Hurtado ef al.
2019d; Calero-Hurtado ez a/. 2020a).

Por otra parte, existen una variedad de bioproductos con efectos
bioestimulantes, antiestrés y con capacidades para incrementar la
productividad de los cultivos (Calero Hurtado e a/ 2019¢). Entre
estos bioproductos, se encuentra el FitoMas—E®, un bionutriente
derivado de los residuos de la industria azucarera cubana, creado y
desarrollado por el Instituto Cubano de Investigaciones de los
Derivados de la Cafa de Azacar (ICIDCA). Este bioestimulante
esta compuesto por una mezcla de sales minerales y sustancias
bioquimicas de alta energfa (aminoacidos, bases nitrogenadas,
sacaridos y polisacaridos biologicamente activos), 150 g I de
extracto organico, 55,0 g L' de Nitrégeno total, 60,0 g L' de KO
y 310 g L' de P20s, que actda como bionutriente vegetal, con
marcada influencia antiestrés y efecto bioestimulante, porque
potencializa el crecimiento y el desarrollo de los cultivos (Calero-
Hurtado e a/. 2019¢; Montano ez a/. 2007).

Diferentes estudios demuestran que la aplicacion de FitoMas-E" al
suelo, a la semilla y sobre las plantas, incrementa el crecimiento y el
desarrollo de los cultivos, especialmente, el frijol (Calero Hurtado ez
al. 2017; Calero Hurtado e al. 2019¢; Quintero e al. 2018). La
utilizacién de los biofertilizantes/ bioestimulantes, desde el
establecimiento inicial del cultivo, son esenciales para el éxito de la
produccién; basado en estos criterios, la hipotesis a constatar en
este estudio es que la aplicacion de los bioproductos de
microorganismos  benéficos y FitoMas-E®,  de
individualizada, estimulan la produccién de frijol comun, pero la

forma

aplicaciéon conjunta podria incrementar, aun mas, la productividad
del grano. Consecuentemente, el objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto de la aplicacién individual y combinada entre el
consorcio microbiano ME-50" y FitoMas-E”, en el incremento
agroproductivo del frijol comun en siembra tardia.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y material vegetal. El experimento, se desarroll6 en la
épocade siembra tardia, entre enero y abril del 2019, en la Cooperativa
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de Créditos y Servicios “Martires de Taguasco” (22°6’17.588”N;
79°22°33.544”0), en Sancti Spiritus, Cuba. El cultivar Velazco
largo de frijol comun fue donado por la Empresa Provincial de
Semillas de Sancti Spiritus, con un 96 % de germinacioén, el cual, se
caracteriza por presentar granos de color rojo, un potencial de
rendimiento de 2,3 t ha'', habito de crecimiento tipo I y un ciclo de
72 a 77 dias (MINAG, 2019). La siembra, se realizé6 de forma
manual, a la distancia de 0,60 m entre hileras y 0,05 m entre plantas,
para obtener una densidad de plantas, alrededor de 320.000 plantas
ha'.

Condiciones climatoloégicas generales. Durante desarrollo
del experimento, se registraron el promedio de las precipitaciones
acumuladas, de 48,40 mm, temperatura media diaria de 22,10 °C y
humedad relativa de 74,70 %, en la Estacion Municipal de
Recursos Hidraulicos de Cabaiguan, Sancti Spititus, Cuba.

Caracteristicas del suelo. El suclo es clasificado como Pardo
Sialitico Carbonatado (Hernandez e¢f a4l 2015), denominado
Cambisol; presenta perfil ABC, de mediana a poca profundidad, de
color pardo a pardo oscuro y, en ocasiones, colores verde azules,
cuando existen condiciones de oxidacién en el medio, por el mal
drenaje o compactacion. Son arcillosos con predominio de arcillas
del tipo 2:1 Montmorillonita.

Disefio experimental. Los tratamientos, se distribuyeron en un
disefio en bloques al azar, en esquema factorial 2X2, con cinco
réplicas. Se estudiaron dos niveles de aplicacion (ausencia y presencia

[100 mg L)), del consorcio ME-50" y su combinacién con la no
aplicacién y aplicacion (imbibicion de las semillas a 100 mg g y
aplicacién foliar a 2,0 L hafl), de FitoMas—E®, obteniéndose las
siguientes combinaciones de tratamientos: -ME+FE: no aplicacién
de ME y FE; +ME-FE: inoculacién al suelo y aplicaciones foliares
con ME la concentracién de 100 mg L' en ausencia de FE; -ME
+FE: tratamiento de las semillas a 100 mg g’1 y aplicacién foliar con
FE a 20 L ha' en ausencia de ME y +ME+FE: inoculacién al
suelo con ME (100 mg L"), tratamiento de las semillas con FE (100
mg g') y aplicaciones foliares de ambos bioproductos mezclados
ME (100 mg L") y FE (2,0 . ha"). El tamaio de las parcelas fue de
9,60 m’, el 4rea efectiva fue de 3,36 m’ y el area total del
experimento de 0,38 ha. Las concentraciones y las dosis utilizadas
de ambos bioproductos para la inoculacion al suelo, tratamiento de
las semillas y aplicaciones foliares, fueron seleccionadas con base a
los resultados obtenidos anteriormente para el cultivo del frijol
comun (Calero-Hurtado ef a/ 2018; Calero Hurtado ef a/ 2019b;
Quintero ¢ al. 2018).

El modo de aplicacién de los tratamientos esta expuesto en la tabla
1y la inoculacién al suelo con ME-50", se realiz6 antes de depositar
las semillas y, seguidamente, se procedi6 a la siembra. Las
aspersiones realizadas, tanto al suelo como las foliares, fueron
realizadas entre las 4:00 y 5:00 p.m., con una asperjadora manual
(ECHO MS-21H), de 7,6 L de capacidad.

Manejo agronémico. Las labores del cultivo fueron realizadas
segun las recomendaciones e instrucciones de la gufa técnica para
el cultivo MINAG, 2019), destacandose que no se aplicaron

Tabla 1. Tratamientos y modo de aplicacién utilizado en frijol cv. Velazco largo.

Modo de aplicacién
Tratamientos Suelo Via semilla Etapa V3 Etapa V4 Etapa R5

-ME-FE - - - - -
+ME-FE 100 mg L - 100 mg L 100 mg L 100 mg L™
-ME+FE - 100 mg g 2,0 L ha? 2,0 L ha' 2,0 L ha!

B - 100 mg g’1 100 mg gﬁ1 100 mg gl

ME+FE 1 Lt 1 !

VT 00 mg 00 mg g +2,0 L ha' +2,0 L ha'! +2,0 L ha™

fertilizantes minerales u organicos en ningin momento del cultivo y
las labores de limpieza fueron realizadas de forma manual.

Variables evaluadas. Los muestreos fueron realizados en el area
efectiva de las parcelas y evaluadas 50 plantas por tratamientos. Las
observaciones de las variables fisiolégicas y productivas del cultivo
correspondieron con los descriptores recomendados para las
etapas de crecimiento y desarrollo de la planta de frijol comun
1987).  Los
relacionados con el crecimiento, como el nimero de hojas por

(Schoonhoven &  Pastor-Corrales, parametros
planta (HP, conteo directo), el area foliar (AF, por el método de
relacién peso/area; se expresé en cm”) y la masa seca de las hojas
(MS, separadas y colocadas en bolsas de papel en estufa a 60 C,
hasta obtener peso constante y expresada en g planta’), se
cuantificaron en la etapa reproductiva (RG).

Al finalizar el ciclo del cultivo (R9) fueron evaluados los parametros
productivos, como el numero de vainas por planta (VP), el nimero
de granos por vaina (SV), la masa de 100 semillas (M100, g),
determinada a partir cinco muestras de 100 granos en cada unidad
experimental y el rendimiento (RT, t ha"): tomando la produccion
obtenida en la parcela util (kg) y se convirtié a t ha.

Analisis estadistico. A los datos de NH, AF, MS, VP, SV, M100 y
RT, se les comprobd la distribucion normal, mediante las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov, para la bondad de ajuste y la Décima de
Levene, para evaluar la homogeneidad de la varianza. Comprobados
los supuestos de normalidad y de homogeneidad, se realiz6 un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y con una probabilidad
del 5 %; cuando se encontraron diferencias significativas, se
compararon las medias, por la prueba de Rangos Multiples de
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Tukey (p <0,05). Todos los analisis mencionados, se realizaron en
el software estadistico AgroEstat® (R Core Team, 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto sobre los parametros del crecimiento. E1 NH, el AF,
la relacién entre el NH, la AF y la MSH mostraron interacciones
significativas (p <0,05) entre los factores ME y FE (Figura 1a, b).
El NH fue significativamente (p <0,001) superior en el tratamiento
ME-50+FE, en comparacién con los demas tratamientos
evaluados; los incrementos fueron de ~27 %, con relacion a la
utilizacién individual de ambos bioproductos y 84 %, con relacién
a las plantas sin bioestimulantes (-ME-FE) (Figura 1a).

La MSH exhibi6 diferencias significativas (p <0,001) entre los
tratamientos utilizados (Figura 1b). La MSH fue significativamente
(p <0,01) superior en las plantas tratadas con +ME+FE, con

relacion a los otros tratamientos evaluados, con incrementos de 20
%, en comparacion a la aplicacién de individual de ME y FE y de
~81 %, comparado con las plantas sin bioestimulantes (-ME-FE)
(Figura 1b). El analisis de correlacién entre el NH y el AF involucrd
a todos los tratamientos combinados y mostré una relacion positiva
creciente entre ambas variables. Estos Tesultados indican que, cada
vez que se aumente el NH, el AF se incrementa en casi nueve,
especialmente, en el tratamiento +ME+FE (Figura 1a, b).

Estos resultados afirman la hipétesis, basada en que los
bioestimulantes ME-50" y FitoMas-E® incrementan el crecimiento
del frijol cv. Velazco largo y que la aplicacién combinada de ambos
bioestimulantes incrementa, atin mas, el crecimiento (NH, AF y
MSH). Este incremento en el crecimiento de las plantas de frijol es
debido a la incorporacion de nutrientes minerales (N, P, K, Ca y
Mg), que favorecen diferentes procesos biolégicos y celulares, que
originan una mejor estructura de las plantas (Calero-Hurtado

Figura 1. Efecto de los tratamientos en frijol cv. Velazco largo, en funcién de la aplicacién o no de los bioproductos. -ME-FE, + ME-FE,

-ME+FE y +ME+FE, en: a) nimero de hojas por planta; b) area foliar; c) relacién numero de hojas por planta y area foliar y d) masa

seca de las hojas.

Letras mindsculas desiguales indican diferencias significativas e ntre l a ausenciay la p resenciade M E, en el mismo nivel d e FE,

respectivamente. Letras mayusculas diferentes muestran diferencias significativas entre los niveles de FE, en el mismo nivel de ME, de

acuerdo con la prueba de Tukey (p <0,05).

et al. 2020a; Montano et al. 2007). También, este crecimiento
puede estar asociado con una mayor elaboracién de nutrimentos y
fotoasimilatos (Khatoon e# a/. 2020).

Por otra parte, la introduccién de microorganismos, como Bacilius
subtilis, Lactobacillus bulgaricum y Saccharomyces cereviciae, pudieron
ayudar a solubilizar nutrientes minerales y producir sustancias
(hormonas), que favorecen el desarrollo de las plantas (Blainski ez
al. 2018; Kumari ef al. 2019). Por otra parte, Hassan e a/. (2019)
plantearon que mas del 80 % de las bacterias en la rizosfera del
suelo son capaces de producir auxinas y sus efectos sobre el

crecimiento de las plantas son notables, porque aumentan el
namero de ramificaciones, la nutriciéon de las plantas y la
capacidad de crecimiento.

Estos efectos sinérgicos en la estimulacion del crecimiento de las
plantas de frijol fueron observados anteriormente, con la
aplicaciéon combinada o asociada de este consorcio microbiano
ME-50" y el bionutriente FitoMas-E® (Calero Hurtado e al.
2020d; Calero Hurtado e a/. 2019e). Estos resultados indican que
la inoculacién al suelo con el consorcio microbiano ME—50®, el
tratamiento a las semillas con FitoMas-E* y la aplicacion foliar con



ambos  bioestimulantes mezclados son una  alternativa
eficiente, para incrementar el crecimiento de las plantas de frijol

en siembras tardias.

Efecto sobre los parametros productivos. El ANOVA revel6
interacciones significativas (p <0,001) entre los bioestimulantes
ME-50" y FitoMas-E", en la produccién de VP, SV, M100 y el RD
(Figura 2a-d). El bioestimulantes ME-50" fue mas promisorio en
el incremento de parametros productivos VP, SV, M100 y RD, con

relacion a la aplicacion del FitoMas-E " (Figura 2a-d). El promedio
de SV fue significativamente (p <0,001) superior en las plantas
tratadas con +ME-50+FE, respecto a los otros tratamientos
-ME-FE, +ME-FE y -ME+FE, con incrementos de 55 y ~21 %,
respectivamente, pero, al mismo tiempo, la aplicacion de +ME-FE
y -ME+FE mostraron efectos similares y fueron significativamente
(p <0,001) superiores, en 31 %, respecto a las plantas sin
bioestimulantes (Figura 2a).

Figura 2. Efecto de los tratamientos en frijol cv. Velazco largo, en funcién de la aplicacién o no de los bioproductos. -ME-FE, + ME-FE,

-ME+FE y +ME+FE, en: a) promedio de vainas por planta; b) granos por vaina; ¢) masa de 100 semillas y d) el rendimiento.

Letras mindsculas desiguales indican diferencias significativas e ntre la ausenciay la p resenciade M E, en el mismo nivel d e FE,

respectivamente. Letras mayusculas diferentes muestran diferencias significativas entre los niveles de FE, en el mismo nivel de ME, de

acuerdo con la prueba de Tukey (p <0,05).

El SV de las plantas de frijol revel6 mayores resultados con la
aplicacion del bioestimulante ME—50®, con relacién al FitoMas-E”
(Figura 2b). El SV mostré efectos significativos (p <0,001)

supetiores en el tratamiento +ME+FE, comparado con los
otros tratamientos evaluados, lo que signific6 aumentos de 64 %,
respecto a la no utilizacion de los bioestimulantes (-ME-FE) y de 21

%, con relacion a los tratamientos con +ME-FE y -ME+FE, pero,
estos ultimos, mostraron efectos similares y superaron en 35 % al
tratamiento -ME-FE. LLa masa de 100 granos mostré diferencias
significativas (p <0,001) entre los tratamientos en plantas del cv.

Velazco largo (Figura 2c). La M100 exhibi6 resultados superiores
con la aplicacion del bioestimulante ME—50®, en comparacién con
el FitoMas-E” (p <0,01). El tratamiento +ME+FE revel6 efectos
significativos supetiores de ~40 %, comparados con el tratamiento
-ME-FE y de 18 %, con relacién a la aplicacion individual de los
bioestimulantes (+ME-FE y -ME+FE), pero, estos ultimos, al

mismo tiempo, exhibieron una M100 superior a 24 %, comparado
con las plantas sin bioestimulantes (-ME-FE) (Figura 2c).

El RD de las plantas de frijol fue significativamente (p <0,001)
superior en el bioestimulante ME—50®, comparado con el
tratamiento con FitoMas-E® (Figura 2d). El RD mostré efectos
superiores en el tratamiento +ME-50+FE, en comparacién con los
demas tratamientos (p <0,001), con incrementos de 71 %, en
comparacién con las plantas sin bioestimulantes (-ME-FE) y de
~10, en comparacién con los tratamientos +ME-FE y -ME+FE,
pero, estos dltimos, a la misma vez, mostraron RD supetiores, en
21 %, respecto al tratamiento -ME-FE (p <0,001) (Figura 2d).

En este estudio, se observaron efectos positivos en el incremento
de los parametros productivos del ftijol en época de siembra tardfa,
con la aplicacion individual y combinada de los bioestimulantes
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ME-50" y FitoMas-E®. Tas interacciones significativas entre los
parametros productivos sugieren que el cultivar de frijol Velazco
largo responde a la aplicacién de ambos bioestimulantes y su
combinacién. Estos resultados indican que un mayor NV, SV,
M100 y RD pueden estar relacionados a un mayor crecimiento
expresado en el NH, AF y MSH (Figura 1).

EINV, SV, M100 son variables que constituyen un fuerte indicador
del rendimiento del grano, porque influye directamente en la
reduccién o aumento de éste (Calero-Hurtado ef a/. 2020b). Estos
resultados benéficos con la aplicacion del bioestimulante ME—50®,
se pueden deber a la incorporacién de varios microorganismos,
como Bacillus subtilis, Lactobacillus bulgaricum y Saccharomyces cereviciae,
que facilitan la solubilizacion de nutrientes minerales, la
incorporaciéon de hormonas y el biocontrol de enfermedades
(Keswani ez al. 2019; Khatoon er al 2020). Por otra parte, la
aplicacion de FitoMas-E" puede mejorar estos parametros
productivos, debido a la mejora de la nutricién, la floracién, el
cuajado de los frutos y el nimero de frutos por planta (Calero
Hurtado ef al. 2019¢; Quintero ez al. 2018).

Los resultados de esta investigaciéon sugieren que la aplicacion
combinada entre los bioestimulantes ME-50° y FitoMas-E® son
superiores a su aplicacion individual, correspondiendo con nuestra
hipétesis; esto indica, que hubo un efecto sinérgico entre ambos
bioestimulantes en el aumento del crecimiento y la productividad
del frijol comun en época tardia. Resultados similares fueron
reportados anteriormente en este cultivo, en otras épocas de
siembras, en este mismo agroecositema (Calero Hurtado e al. 2016;
Calero Hurtado ez a/. 2019e). Estudios anteriores expresaron que el
uso de microorganismos promotores del crecimiento ayuda a
aumentar los rendimientos de los cultivos, ademas de aumentar la
proteccion de las plantas (Paungfoo-Lonhienne ez a/. 2019).

Estudios recientes sugieren que la inoculacién al suelo con el
consorcio microbiano ME-50" y su aplicacién alternada o asociada
con el bionutriente FitoMas-E® tienen un efecto sinérgico y
potencial, para aumentar el contenido nutricional de la planta y el
crecimiento, con el consecuente aumento de la productividad del
frijol (Calero-Hurtado e al. 2020b; Calero Hurtado er al 2020c;
Quintero ¢ al. 2018). Los resultados de este estudio evidencian el
posible efecto benéfico entre ambos bioestimulantes en el
incremento del rendimiento del frijol comun en época de siembra
tardfa, por lo tanto, el uso de microrganismos benéficos con
bioestimulantes puede ser una alternativa eficiente para aumentar
los rendimientos de este cultivo.

Por otra parte, es bien conocido que varios microorganismos
tienen la capacidad de generar reguladores de crecimiento, que
aprovechan las plantas para aumentar las rafces y la parte aérea,
favoreciendo la productividad (Khatoon ez 4/ 2020; Hassan ez al.
2019). Los resultados de esta investigacion sugieren que la
inoculacién del suelo y la semilla con el consorcio microbiano
ME-50" y aplicaciones foliares mezcladas con FitoMas-E", puede
ser una herramienta prometedora, eficiente y viable en los sistemas
integrados de manejo de cultivos.

Finalmente, la hipdtesis planteada fue verificada, sugiriendo que
la aplicacién combinada entre los bioestimulantes ME-50"
y FitoMas-E® aumentan el crecimiento y la productividad del
frijol en época de siembra tardfa. Adicionalmente, estos hallazgos
sugieren que la  aplicacion  combinada de  ambos
bioestimulantes es una alternativa eficiente para aumentar el
rendimiento de las plantas, lo que conduce a una produccién

agroecoldgica y sostenible de los cultivos.
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RESUMEN

El maracuya es la principal especie del género Passiflora. Sus
principales productores son Brasil, Ecuador, Colombia y Peru con,
aproximadamente, 805.000 t/afio. En Colombia, se cultivaron 8.164
ha en 2019, con una produccién de 137.622 t y un rendimiento
promedio de 16.86 t/ha; no obstante, este agroecosistema es
afectado por Ceroplastes cirripediformis, que causa dafios severos y
pérdidas econémicas sustanciales. Para conocer su potencial de
dafio e importancia, se investigo los diferentes grados de infestacién
y la distribucién espacial de C. airripediformis en el agroecosistema
maracuya. Para esto, se establecié una escala de dafo y se elabord
una grilla espacial sobre el cultivo, seleccionando 36 puntos, en
los cuales, se realizaron muestreos mensuales, durante seis meses.
En cada punto, se evalué el grado de severidad de la escama y las
variables meteoroldgicas. Con esta informacion, se estimaron los
indices de dispersion, vatianza/media, indice de Morisita y exp.
K de la binomial negativa. Asimismo, se realiz6 un analisis de
correlacion (r de Pearson), entre los factores abidticos y los indices
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evaluados. Los resultados indican que los grados de severidad de
C. cirripediformis establecidos fueron: grado 1 (<40 individuos),
grado 2 (41-80 individuos), grado 3 (>a 81 individuos). De
acuerdo con el analisis de correlacion, los factores de temperatura
y de precipitacion inciden notablemente sobre las poblaciones del
cécecido y su distribucion. Los indices de dispersién mostraron que
las poblaciones en el cultivo de maracuya se establecen en agregado,
por lo que es esencial focalizar estrategias de manejo hacia puntos
especificos.

Palabras clave: Coccidae; Escama de cera; Escala de dafio; Passiflora;
Severidad.

ABSTRACT

The passion fruit is the main species of the genus Passiffora. Its
main producers are Brazil, Ecuador, Colombia, and Peru with
approximately 805,000 t/year. In Colombia, 8,164 ha were
cultivated in 2019, with a production of 137,622 t and an average
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yield of 16.86 t/ha. Howevet, this agroecosystem is affected
by Ceroplastes cirripediformis, which causes severe damage and
substantial economic losses. To know its potential for damage and
importance, the different degrees of infestation and the spatial
distribution of C. cirripediformis in the passion fruit agroecosystem
was investigated. For this, a damage scale was established, and a
spatial grid was drawn up on the crop, selecting 36 points in which
monthly samplings were carried out for six months. At each point,
the degree of severity of the scale and the meteorological variables
were evaluated. With this information, the dispersion indices,
variance/mean, Motisita index, and exp. K of the negative binomial.
Likewise, a correlation analysis (Pearson’s r) was performed between
the abiotic factors and the evaluated indices. The results indicate
that the degrees of severity of C. cirripediformis established were:
grade 1 (<40 individuals), grade 2 (41-80 individuals), grade 3 (> 81
individuals). According to the correlation analysis, the temperature
and precipitation factors have a notable impact on the populations
of the coccyx and its distribution. The dispersion indices found
in the populations in the passion fruit cultivation were achieved in
aggregate, so it is essential to focus management strategies towards
specific points.

Keywords: Barnacle scale; Coccidae; Damage scale; Passiflora;
Severity.

INTRODUCCION

El constante crecimiento poblacional de la humanidad permite el
desarrollo de nuevos mercados, en diferentes sectores econdmicos
(Puerto Becerra, 2010). Es el caso del sector fruticola, donde
se reflej6 un incremento de la produccion de 3,8 %, entre 2017
y 2018, siendo Asia, América Latina y Africa, las tres regiones
principales productoras del mundo, lo cual, obedece al aumento
del area cosechada (Molina, 2016; FAO, 2020). Se estima que para
el periodo comprendido entre el 2019 y el 2028, se tendra un
crecimiento mesurado, aproximadamente, del 2,8 % en promedio,
encabezando la lista las frutas tropicales, como el mango, la pifia, la
papaya, el aguacate, las pasifloras y los citricos (Orrego e al. 2020
FAO, 2020).

En Latinoamérica, Colombia es el segundo pafs productor de
frutas tropicales, debido a su ubicacién geografica y a la variedad de
frutas disponibles, que exhiben excelentes cualidades sensoriales,
nutricionales o nutracéuticas (Molina-Hernandez ez a/. 2019). Entre
las frutas tropicales con gran importancia comercial, se encuentra
el maracuya (Passiflora edulis fo. flavicarpa, Degener 1932), que
pertenece a la familia Passifloraceae (Cafizares Chacin & Jaramillo
Aguilar, 2015; Molina-Hernandez ef a/. 2019). Esta familia posee
entre 17 a 25 géneros, dentro de los cuales, Passiffora resulta ser
el mds numeroso e importante en la economia, ya que agrupa,
aproximadamente, 575 especies (Ocampo ¢ a/. 2010).

Los principales productores de maracuya, a nivel mundial, son
Brasil, Ecuador, Colombia y Pera con, aproximadamente, 805.000
t/afio (Passionfruit, 2021). En Colombia, esta fruta fue introducida
ainicio delos 60"s y en 2019, la superficie dedicada a este cultivo fue

de 8.164 hectareas, con una produccién de 137.622 toneladas y un
rendimiento promedio de 16.86 ton/ha, de las cuales, el 70 % son
destinados a la industria como jugo concentrado para exportacion,
debido a sus caracteristicas nutritivas, coloracién amarillo-naranja,
sabor 4cido y aroma exético (Talcott ef a/. 2003; Molina-Hernandez
et al. 2019; Agronet, 2021).

A pesar de la gran demanda que genera esta fruta tropical, uno
de los factores limitantes para su desarrollo corresponde al
ataque de varios insectos plagas (Menacé Almea e a/. 2019). Se
reportan en Colombia, las especies, Langsdorfia sp., Diabrotica sp.,
Hexcaleurodicus sp., Trigona sp., Drosophila sp., Agranlis sp., Leptoglossus
sp., Tetranychus wrticae., Tetranychus mexicanus, Neohydatothrips sp.,
Dasiops inedulis, Corythucha gossypii, Aphis gossipii, Myzus persicae, Thrips
tabaci Lindeman, Frankliniella anripes Hood, Frankliniella occidentalis,
Perg., Neohydatothrips signifer Priesner, Ceroplastes cirripediformis, Dione
Juno juno Cramer, Eveides isabella Huebneri , Polyphagotarsonemus latus,
Anastrepha pallidipennis, Drosophila sp., Diactor bilineatus, Agrotis ipsilon,
Feltia sp. (Kondo, 2009; Hernandez M. ef a/. 2011; Romero-Ramirez
et al. 2018).

Dentro de este complejo de plagas, Ceroplastes cirripediformis
Comstock, 1881 (Hemiptera: Coccidae), comunmente conocida
como escama de percebe o tortuguita, es la unica especie del
género Ceroplastes, reportada en el maracuya (Kondo, 2009;
Garcia et al. 2019); sin embargo, se referencia como una plaga
altamente polifaga, capaz de alimentarse de plantas hospedadoras
de 119 géneros en 63 familias, en mas de 32 paifses (Garcia ez al.
2019), razén por la que, en el 2017, el centro internacional para
la agricultura y biociencia (CABI), la design6 como una escama
invasiva, que causa dafios severos a las plantas hospedantes,
generando pérdidas econdmicas sustanciales (Wang e al. 2020).
Como la mayoria de los insectos escama, esta especie se caracteriza
por su habito chupador, que inserta su estilete en el floema y otros
tejidos de la planta, donde destruye al hospedante, succionando
jugo directamente de él y excretando melaza para inducir manchas
de carbén. El primer y segundo instar ninfal infestan las hojas de
las plantas hospedantes y migran a los tejidos leflosos durante el
tercer instar, donde culminan su ciclo de vida (Wang ez /. 2020).

Para planificar las estrategias de control, incluidas dentro del
manejo integrado de plagas (MIP), es importante conocer
cémo se dispersan las poblaciones del insecto plaga en tiempo y
espacio (Paz & Arrieche, 2017). Asimismo, resulta esencial tener
conocimiento de los atributos que le son inherentes a los sistemas
de vida, como son la disposicién que presentan en el espacio, las
fluctuaciones poblacionales en el tiempo y su relacién con las
variables meteoroldgicas (Sanchez-Castro ez al. 2016).

En cuanto a la disposicién espacial de las poblaciones de insectos
es fundamental tener en cuenta la interaccion entre la dindmica
de la poblacién y los factores bidticos o abidticos (Sciarretta &
Trematerra, 2014), debido a que estas interacciones permiten
exhibir patrones de distribucion en el espacio, ya sea de forma
homogénea, aleatoria o agrupada (Fortin ef a/ 2006). Cada tipo
de distribucién espacial podria ser el resultado de restricciones
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medioambientales, como la disponibilidad de recursos, el clima, el
tipo de suelo, la entrada de sustancias quimicas y la manipulacién
fisica en los cultivos, lo que da como resultado, cambios en el
paisaje (Hahn ez a/. 2017). Comprender estos cambios permite
analizar cémo las plagas agticolas se distribuyen espacialmente y
qué decisiones de manejo son las mas adecuadas (Hahn ez a/. 2017).
Ademas, se logra optimizar qué medidas de control se pueden dirigir
hacia las zonas especificas de infestacion, reduciendo el uso de
insecticidas, retrasando el desarrollo de resistencia y promoviendo
la conservacién de enemigos naturales (Pérez-Alvarez ef al. 2010).

En relaciéon con lo anterior, se planteé reconocer los diferentes
grados de infestacién de C. cirripediformis, su distribucion espacial
y la relacién de la distribucién espacial con la temperatura y la
precipitacion, en el agroecosistema maracuya.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion, se realizé en un cultivo de maracuya, establecido
en el municipio de Ciénaga de Oro, Cérdoba, Colombia (Figura
1), ubicado a 8°49°25,3” LN 75°36’12.4” LO, con una temperatura

promedio de 30,5 °C y humedad relativa de 77 %, lo que permite
clasificatlo, de acuerdo con Holdridge (1982), como una zona de
bosque seco tropical (Gobernacién de Cordoba, 2012).

Escala de dafio para C. arripediformis. Se muestrearon al azar
50 tallos de maracuya con incidencia de C. cirripediformis. Con el
uso de una cinta métrica, se calcul6 el rango en que fluctaan las
poblaciones del coéccido en cada tallo, determinando el intervalo
promedio en que oscila C. arripediformis en tallos. Posteriormente,
se contabiliz6 el numero de escamas presentes por cada segmento
de tallo, independientemente, del estado de desarrollo del céccido
y se registraron los dafios causados por la escama sobre cada una
de las estructuras vegetales. En este parametro, todas las plantas
oscilaban con una edad de 18 a 20 meses (etapa reproductiva) y al
muestrear no se discriminé el lugar de fijacién del insecto en las
diferentes secciones del tallo, debido a la ubicacién que presenta C.
cirripediformis, segun el estado de desarrollo.

Con la informacién obtenida, se construyé una tabla de niveles de
severidad, teniendo en cuenta tres criterios: numero de individuos
presentes por cada grado, longitud de la seccién del tallo afectado

Figura 1. Ubicacion geografica de la zona de estudio (Municipio de Ciénaga de Oro, Cérdoba, Colombia).
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y caracterizacién de los dafios expresados por cada grado de
infestacion, lo que permitié evaluar el grado de severidad, por cada
punto de muestreo.

Tipo de muestreo. Se procedié a realizar un muestreo sistematico,
donde se establecieron puntos especificos, teniendo en cuenta el
area del cultivo y la densidad de plantas. Para esto, se utilizé una
grilla espacial, donde se seleccionaron seis calles del cultivo y, en
cada una, seis puntos de muestreo, a una distancia de 30 m de
largo x 18 m de ancho, para un total de 36 puntos. Estos puntos
fueron marcados dentro del lote y georreferenciados con un GPS,
permitiendo, de esta forma, la ubicacién exacta de cada punto
dentro del predio. Teniendo en cuenta la escala de dafio y el tipo
de muestreo establecido, se llevaron a cabo muestreos mensuales
donde se registré el grado de severidad de la escama.

Variables evaluadas. Se instalé un termémetro de maximos
y minimos en el cultivo y durante un periodo de 6 meses, se
realizé el registro diario de los valores de temperatura, en tres
espacios del dia (mafiana, medio dia y tarde). Asimismo, con
el uso de un pluviémetro, se hizo registro de cada uno de los
valores correspondientes a las precipitaciones ocurridas, durante el
desarrollo de la investigacion.

Distribucion espacial. Con la informacién recopilada, se realizé
una base de datos, donde se registr6, mensualmente, el
grado de severidad y la abundancia de C. arripedifomis. Los
patra
determinar los indices de dispersién, vatianza/media, indice de

valotes de abundancia obtenidos fueron utilizados
Morisita y exponente K de la binomial negativa, con los
cuales, se estim6 el tipo de distribucién que presentan las

poblaciones de la escama.

. , . . . 2 Y
Pata determinar el indice de varianza/media (S§°/ X), se utilizé la
ecuaciéon 1.

| R

ecuacion 1

Donde, I es el indice de dispersion, s’ la varianza y X es la media.
Si los valores de la relacién se aproximan a 1, se puede decir que la
distribucion de la poblacién es completamente aleatorizada; valores
de 0 o cercanos a este indican una distribucién espacial uniforme y
valores mayores de 1 sefialan una distribucion agregada (Fernandes
et al. 2003; Vivas C. & Notz, 2011; Silva ez al. 2010).

Para estimar el indice de Morisita (Is), se utilizé la ecuacion 2.

_ 2ni(n1—-1)

R ecuacion 2

Donde, Ises el indice de agregacion, ni es el nimero de individuos
en cada una de las muestras, n el total de individuos en el total de
las muestras, N corresponde al nimero de muestras. Asi, cuando
Is = 1, la distribucién es aleatoria; cuando Is > 1 la distribucién es
del tipo contagioso y cuando Is < 1 indica una distribucion regular
(Fernandes ez a/. 2003; Vivas C. & Notz, 2011; Silva ez al. 2016).

Con relacién al exponente K de la distribucién binomial negativa,
se utilizo la ecuacion 3.

_ 2

s2—x

k4 ecuacion 3
Donde, Ki es el indice de agregacion, X es la media y s’ la varianza.
Este parametro es una medida inversa del grado de agregacion, en
este caso, los valores negativos indican una distribucion regular o
uniforme, los valores positivos, cercanos a cero, indican disposicién
agregada y los valores mas altos que ocho indican una disposicién
al azar (Fernandes ¢7 a/. 2003; Vivas & Notz, 2011; Silva ez a/. 2016).

Con el uso de graficos, se compararon los grados de severidad de
C. cirripediformis con las variables de temperatura y precipitaciones.
De igual manera, se realiz6 un analisis de correlacion (r de Pearson)
en el programa estadistico R version 4.1.2 (R core team, 2021),
entre los factores abiéticos y los indices de dispersién evaluados,
permitiendo estimar el efecto que pueden tener estas variables
sobre los grados de infestacién del céccido, en el transcurso del
tiempo.

También, se llevé a cabo la estimacion de los datos de abundancia en
interpolacién  IDW
ejecutado en el software

Tools/Interpolation/IDW)
elaboraron  los

medio del método de
Inversa Ponderada),

ArcGIS  10.1  (Spatial ~ Analyst
(ESRI, 2012). Realizado este proceso, se
respectivos mapas, teniendo en cuenta la reclasificacién de la escala

cada mes por
(Distancia

de dafio de C. arripediformis por el IDW (< 0 corresponde a ausencia
de plantas; valores entre 0 y 0,5, equivalen a grado 0; entre
0,5 y 1,5, equivalen a grado 1; entre 1,5 y 2,5, corresponde a grado
2y los valores superiores a 2,5, equivalen a grado 3).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de dafios y grados de severidad de la escama.
La presencia de C. drripediformis en el cultivo permitié determinar
una escala de dafio para evaluar la presencia del coccido en los
diferentes muestreos. Se obtuvo que las altas poblaciones del
céccido se agruparon en longitudes, que variaron de 20 a 63
cm, con un promedio de 33,4 + 9,7 cm y mas de 80 individuos,
independientemente, del estado en desarrollo del insecto; sin
embargo, existfan poblaciones con menor cantidad de individuos
con relacién a la longitud del tallo.

Con base a estas observaciones se establecieron 4 grados de
severidad:

*  Donde el grado 0 se caracteriz6 por la ausencia del cécecido,
presentar tallos sanos y vigorosos de color verde, con haces
vasculares en buen estado fisiolégico y hojas fotosintéticamente
activas sin daflos mecéanicos.

* Kl grado 1 present6 de 1 a 40 individuos en instar ninfal N3,
N4. Los tallos, se caracterizaban por su coloracién verde y aun
vigorosa. Ante la presencia de la escama, se producen excreciones
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de miel de rocfo, que resultan de gran atracciéon para agentes
fungicos oportunistas, que producen fumagina sobre la superficie
del tallo.

* En el grado 2, el nimero de individuos varia de 41 a 80,
notandose la presencia de instares ninfales N3, N4 y adultos.
Los tallos mantienen su coloracién, aunque las paredes de los
tejidos internos son mas secas en comparacion con el grado 1.

* En el grado 3, la poblacién sobrepasa los 81 individuos, con
presencia de ninfas N3, N4 y adultos, siendo, este dltimo, de
mayor abundancia. La planta presenta exceso de fumagina,
tanto en tallos como hojas e, incluso, sobre las mismas
escamas, lo que influye en la reduccién de la fotosintesis,
dafios cosméticos al fruto y otros érganos de la planta. Con el
paso del tiempo y la severidad del céccido, los tallos cambian
de coloracién, pasando a un color marrén claro, las hojas se
vuelven cloréticas y se desprenden, la planta se descompensa,
a nivel fisiolégico y morfoldgico, presenta marchitez
descendente y posterior muerte (Figura 2).

La descripcion de los anteriores grados de severidad coincide con
los reportes de Kondo (2009), quién evalué la severidad de C.
cirripediformis en tallo en diferentes lotes de maracuy4, en Palmira,
Valle del Cauca, concluyendo que, a un nivel bajo, el control de
la escama se puede combatir con podas directas, aplicacion de
extractos naturales (Aceite de Neem), aspersiones adecuadas de
productos quimicos y monitoreo constante.

Al compararlos grados de severidad con los factores de temperatura
y de precipitacion, se obtuvo que la precipitacién es un factor de
regulacion de la escama en el maracuya, dado que las abundancias
de éstas, registradas hasta el mes 4, fueron disminuyendo en los
meses 5 y 6, donde se presentaron lluvias hasta el punto de no
registrar individuos, en 10 puntos de muestreo (Figura 3).

Al correlacionar este factor abiético con los indices de dispersion
evaluados, se determiné que el indice de dispersion (0,32) y el
indice de Morisita (0,09), se asociaron positivamente presentando
una correlacién directamente proporcional, es decir, a medida que
aumentan las precipitaciones el estado de agregacion se mantiene
en las poblaciones de C. wrripediformis; no obstante, el indice de
la binomial negativa (-0,19), se asocié negativamente en relacién
con la precipitacion, por lo que, a medida que aumenta este factor,
los valores de este indice se acercan a cero, manteniendo una
distribucién en agregado; sin embargo, si los valores pasan de cero
a valores negativos, se verfa reflejada una distribucién regular en
las poblaciones del céccido, incidiendo, notablemente, esta variable
sobre el numero de individuos o el ciclo de vida de la especie (Tabla

1.

Lo anteriormente descrito, coincide con los resultados reportados
por Urfas-Lopez et al. (2010), quienes indicaron que poblaciones de
Aulacaspis tubercularis Newstead en huertos comerciales de mango,
disminuy6 en julio y agosto, donde el factor precipitacion oscild
de 316 a 459 mm, lo que produjo un descenso drastico de las
poblaciones del insecto.

Figura 2. Presencia de poblaciones de Ceroplastes cirripediformis en tallos de maracuya Passiflora edulis fo. Flavicarpa.
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Figura 3. Influencia de los factores abi6ticos sobre los grados de severidad de Ceroplastes cirripediformis en tallos de maracuya Passiflora

edulis fo. flavicarpa.

(Mes 1: diciembre, Mes 2: enero; Mes 3: febrero, Mes 4: marzo, Mes 5: abril, Mes 6: mayo).

Tabla 1. Matriz de correlacion de las condiciones ambientales evaluadas de temperatura y de precipitacioén y los indices de dispersion,

Morisita y binomial negativa.

Factores abioticos

Temperatura (°C)

20,06

Precipitacion

ID IM K
20,72° 0,88%
0,09 0,19

0,32

*; Diferencias al 5 %; °: Diferencias al 10 %.

Por otro lado, las temperaturas reflejadas durante los meses
evaluados se comportaron de manera constante. De acuerdo con
la correlaciéon de Pearson entre la temperatura y los indices de
dispersion evaluados, este factor se asocié negativamente con el
indice de dispersion (-0.06) y Morisita (-0.72), lo que indica que son
inversamente proporcionales. Por tanto, si aumenta la temperatura
disminuye el estado de agregacion de C. wrripediformis, pudiendo
pasar a una distribucién aleatoria o uniforme, debido al efecto
que esta variable ejerce sobre las poblaciones del céccido. Por el
contrario, la temperatura se asocié positivamente con el indice
de distribuciéon binomial negativa, comportandose directamente
proporcional a esta variable, lo que demuestra que, al aumentar
o disminuir la temperatura y los valores del indice de la binomial
negativa, las poblaciones se alejan de un estado de agregacion,
reflejando una distribucién, de acuerdo con las condiciones de
temperatura presente y el nimero poblacional de la especie.

Por tanto, la temperatura es un factor que puede influir en la
distribucion de C. cirripediformis al igual que en su tasa reproductiva,
ya que, a temperaturas calidas, tiende a disminuir la duracién del
ciclo de vida y, a su vez, aumenta la tasa reproductiva de la escama,
tal como lo demuestran Marin-Loayza & Cisneros-Vera (1995),
al comparar la duracién del ciclo de vida de C. cirripediformisk, en

época de verano e invierno. Asimismo, Abd-Rabou ez a/. (2009) y
Robayo Camacho & Chong (2015) reportaron que, a una mayor
temperatura, Saissetia coffeae (Walker) alcanzé una menor duracién
del ciclo de vida, resultados que coinciden con los obtenidos en
esta investigacion, para los meses 3 y 4 (Figura 3).

Distribucion espacial. La escama del maracuya, bajo las
condiciones del municipio de Ciénaga de Oro, Cérdoba, registro
una distribucién en agregado, corroborado con los diferentes
indices de dispersion evaluados (Tabla 2). Dicha distribuciéon se
confirma, puesto que los valores obtenidos para los indices de
varianza/media y Motisita son supetiores a uno, como fue desctito
por Silva ezal. (2016). De la misma forma, con la X’y F, se corrobora
que el indice vatianza/media y Motisita, respectivamente, reflejaron
una distribucién en agregado en las poblaciones de C. cirripediformis,
durante los meses evaluados. Con relacion al avance de las fechas
de muestreo el valor de K fue mas cercano a cero, lo que evidencia
un mayor grado de agregacion, como lo referencian Vivas C. &
Notz (2011), Silva ef al. (2013) y Silva et al. (2016) (Tabla 2).

La distribucién descrita para esta especie puede estar atribuida a los
factores abidticos estudiados. Autores, como Badii ¢ a/ (2011) y
Silva ez al. (2016), consideran que esta distribucién puede obedecer
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Tabla 2. Medias (m), varianzas (S2), indices de dispetsién (I, razén varianza/media), indice de Morisita (I8) y exponente K de la distribucién

binomial negativa de la abundancia del insecto plaga Ceroplastes cirripediformis en un cultivo de maracuya Passiflora edulis fo. flavicarpa
en el municipio de Ciénaga de Oro, Cérdoba, Colombia. (Mes 1: diciembre, Mes 2: enero; Mes 3: febrero, Mes 4: marzo, Mes 5: abril, Mes

6: mayo).
Muestreo m s2 I Is K X2 (I) F (I5)
Mes 1 46,78 1530,84 32,72 1,65 1,474 883,44 32,51
Mes 2 14,35 427,05 29,74 2,94 0,492 803,11 29,81
Mes 3 6,60 156,46 23,68" 432" 0,292 639,41 23,62
Mes 4 20,21 484,69 23,97 2,09 0,874 647,39 23,8
Mes 5 17,25 766,12 4441 3,20 0,392 1199,14 40,27
Mes 6 5,71 99,10 17,34" 3,77 0,342 468,25 17,31

*: Significativo al 5 %; ag: Agregado.

a diferentes factores bidticos o abidticos, como microclimas
(temperatura, humedad o viento), el desarrollo de huevos en masas
debajo de la capa cerosa de la madre, preferencia por ciertos tejidos
de la planta por parte de ninfas y adultos, respuestas a feromonas o
parasitismo diferencial.

Por otro lado, es importante resaltar que la presencia de altas
poblaciones del coccido en ciertos puntos del agroecosistema genera
competencia intraespecifica, lo que provoca que las poblaciones del
insecto se dispersen hacia los alrededores, generando una distribucion
escalonada de los grados de severidad dentro del cultivo que, en el
tiempo, se manifiesta en una infestacién generalizada. En razén a
lo anterior, se sugiere realizar un monitoreo constante, la ubicacién
de los primeros focos de mayor incidencia de la escama y el manejo
oportuno, a través de podas de remocién, destruccion de tejido vegetal
removido, eliminacién de arvenses hospederas, uso de productos
selectivos, entre otros. Esquivel Higuera & Jasso Garcia (2014) y Silva
et al. (2016) registraron distribucién espacial en agregado del gusano
soldado Mythimna unipuncta y de Vatiga spp., en cultivo de maifz y e
yuca, respectivamente, para lo cual, sugitieron basar la reduccion
poblacional de estos insectos, mediante la focalizacion de estrategias
de manejo hacia puntos especificos o focos de infestacion.
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ABSTRACT

The northern region of the Caldas department in Colombia is
considered an endemic area for murine typhus. Recent studies in
patients with acute febrile disease demonstrated infection with the
spotted fever group’s rickettsiae due to an increase in the IgG titer
by indirect immunofluorescence in paired sera obtained from these
patients. The objective of the current research was to identify the
species of ticks present in domestic animals in the northern region
of Caldas and establish the presence of rickettsial genomic material
in the collected ticks. Ticks were obtained from bovines, hotses,
and dogs in seven municipalities in the north of Caldas. Ticks were
stored in 90 % ethanol until processing and were identified using
taxonomic keys, DNA was extracted using commercial techniques,
and the git4 gene was amplified by conventional chain reaction
polymerase (PCR). Seven hundred thirteen ticks were obtained

Accepted: February 14, 2022

Edited by: Helber Adrian Arévalo Maldonado

from 593 domestic animals. The highest infestation occurred in
cattle, followed by canines and horses. Ticks found corresponded to
the species Riphicephalus microplus, Dermacentor nitens, Amblyomma sp.,
and Riphicephalus sanguinens 5.l In none of the tick samples,
Rickettsia-specific git4 gene DNA was found. It can be inferred
that the ticks obtained are not a source of rickettsial infection for
people in this department region, despite finding different species
associated with the transmission of this disease.

Keywords: Domestic animals; Hard ticks; Murine typhus;
Prevalence; Rickettsiaceae; Rickettsial infection.

RESUMEN

La regién norte del departamento de Caldas, Colombia es considerada
como una zona endémica de tifo murino. Estudios recientes

realizados en pacientes con enfermedad febril aguda, demostraron
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la infeccién con rickettsias, del grupo de las fiebres manchadas,
debido al aumento en el titulo de IgG, por inmunofluorescencia
indirecta (IFI), en sueros pareados, obtenidos de dichos pacientes.
El objetivo de la investigacién fue el de identificar las especies de
garrapatas presentes en animales domésticos, de la region norte de
Caldas y establecer la presencia de material genémico de rickettsias,
en las garrapatas recolectadas. En siete municipios, se recolectaron
garrapatas de bovinos, de equinos y de caninos. Las garrapatas, se
almacenaron en etanol al 90 %, hasta su identificacién taxondémica.
Se extrajo el ADN, utilizando técnicas comerciales y se amplificd
por reaccién de cadena de la polimerasa (PCR) convencional el gen
glitA. Se obtuvieron 713 garrapatas de 593 animales domésticos. La
mas alta infestacién se present6 en bovinos, seguido de los caninos y
equinos. Las garrapatas encontradas correspondieron a las especies
Riphicephalus
Riphicephalus sanguinens s.1. En ninguna de las muestras, se comprobo la
presencia de ADN del gen gltA especifico de Rickertsia. Se puede

inferir que las garrapatas obtenidas no serfan una fuente de infeccion

microplus,  Dermacentor — nitens, ~ Amblyomma  sp. y

rickettsial para las personas, en esta regién del departamento; sin
embargo, su presencia es un factor de riesgo para la adquisicion de
rickettsiosis asociadas con las fiebres manchadas.

Palabras
rickettsial; Prevalencia; Rickettsiaceae; Tifo murino.

INTRODUCTION

clave: Animales domésticos; Garrapatas; Infeccion

Ticks
microorganisms to humans and animals (Parola & Raoult, 2001;
Jongejan & Uilenberg, 2004; Labuda & Nuttall, 2004; Dumler &
Wialker, 2005). Ticks from the family Ixodidae, also known as hard
ticks, are obligate ectoparasites of all kinds of terrestrial vertebrates;

are ectoparasites of great importance in transmitting

they can produce anemia and paralysis, but their primary importance is
given by the fact that they are vectors of nematodes, viruses,
bacteria, and protozoa (Guglielmone & Robbins, 2018). Forty-three
species have been reported in Colombia belonging to the genera
Awmblyomma, 1xodes, Haemaphysalis, Rhipicephalus, and Dermmacentor
(Guglielmone ef al. 2003; Rivera-Paez et al. 2018); these ticks are
essential in the transmission of rickettsias of spotted fever group
such as Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. massiliae, R. africae and R.
conorii in America (Matsumoto ¢f al. 2005; Parola et al. 2005). Ticks
can be vectors by transmitting rickettsias across their bite but can
also be reservoirs by the transstadial and transovarial passage of
these bacteria (Bremer ez a/. 2005; Parola ¢z a/. 2005).

Rickettsiae are gram-negative, obligate intracellular coccobacillus
bacteria. The genus Rickettsia has been classified into four
groups: The spotted fever group (SFG), the typhoid group (T'G)
(Hackstadt, 19906), the transitional group (TRG) (Gillespie er al.
2007) and the ancestral group (Stothard & Fuerst, 1995).

Phylogenetic relationships in this genus have been established by
variability in genes coding for the enzyme citrate synthetase (g/tA4)
and external surface antigens and proteins (scal, sca2, scad, ompA,

and ompB) (Methej et al. 2014).

Currently, tick-borne rickettsial diseases are recognized as
zoonotic diseases, causing a febrile syndrome that can be
present in 1.5-5.6 % of travelers to tropical areas and 2.7 and 48.5
% of residents of such places (Blanton, 2013; Merhej et al 2014).
Rocky Mountain spotted fever (Tobia fever in Colombia,
Brazilian spotted fever in Brazil) produced by R. rickertsii can be
severe, with case fatality rates between 7.3-100 % (Raoult &
Parola, 2007; Nogueira-Angerami et al. 2009; Regan ef al. 2015).
In Latin America, cases of the disease have been described in
Brazil (Labruna, 2009), Colombia (Hidalgo et al. 2007; 2011) and
Argentina (Paddock ¢z a/ 2008). In Colombia, outbreaks with
lethality between 26 to 36 % have occurred in departments
such as Cundinamarca, Cérdoba and Antioquia (Acosta ¢t al.
20006; Pacheco-Garcia et al. 2008; Hidalgo ez a/. 2011).

In 2012, in the northern area of Caldas, it was found that 5 out of
27 patients with febrile processes compatible with the rickettsial
disease presented antibody titers against R. rickettsiz; all patients
showed a variation in the titer that ranged between 2 to 3 times
its initial value in the samples taken during convalescence, which
suggests that they were suffering from an active disease (Hidalgo
et al. 2013). Given the findings mentioned above, the objectives
of this study were to establish the frequency of vectors
associated with rickettsiac of the SFG group and to detect and
identify the species of rickettsiae present in ticks found in this
region of the department.

MATERIALS AND METHODS

A cross-sectional, observational, and descriptive study
was conducted in which convenience sampling was carried out in
rural properties and the urban area of each municipality. The
study area comprised the northern region of the department of

Caldas, Colombia: Neira 5°09°46”N, 75°31°31”W, Aranzazu 5°

16’18”N, 75°2812”W, Salamina 5°23’15”N,75°29°41”°W,
Pacora 5°31°53”N,  75°27°20”W,  Aguadas  5°36°07”N,
75°2722”W, La Metrced 5°2335”N, 75°32’42”W  and

Filadelfia 5°17°33”N, 75°34’17”W) (Figure 1).

Collection and identification of ticks. Ticks parasitizing equine,
bovine, and canine individuals were collected between January
and December 2015 in each municipality listed above. Ticks were
carefully extracted with entomological tweezers to preserve
the capitulum of the specimens. The individuals from each
animal were stored in Eppendorf® tubes with 90 % ethanol, duly
labeled. Data was obtained for each animal sampled, such as
sex, age, breed, presence or absence of ectoparasites, date of
tick harvest, municipality, place of sampling (urban or rural),
altitude, and specific site of vector extraction. Tick morphological
identification was carried out by visualization under a
stereomicroscope (Euromex ref: stereoblue) and according to Jones
et al. (1972), Barros-Battesti ez a/. (2006), Mehlhorn (2008), Martins

et al. (2010) and Nava ez a/. (2014; 2017).

Molecular detection of Rikestsia spp. in ticks. Groups of
eight ticks were formed, selecting the arthropods by species and
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Figure 1. Map of Caldas department of Colombia with the study area colored and ticks species localization.

municipality of origin. DNA extraction was performed using
the commercial kit Ultraclean Tissue & Cells DNA Isolation
Kit sample Cat. 12334-S (MO BIO laboratories) (MO BIO
Laboratoties, 2019). DNA was stored at -80 °C until amplification
by conventional polymerase chain reaction (PCR).

The citrate synthetase enzyme gene (¢/£-), common in all members
of the genus Rickettsia, was amplified using primers CS78 and
(8323, which amplify a fragment of 440 bp (Labruna ez a/. 2004). In
the case of the presence of this gene, the ompA, ompB, and 17kD
genes of this microorganism would be amplified to establish the
Rickettsia species by sequence comparison. To verify the integrity
of the DNA obtained, the primers of the tick mitochondrial 16 S
tDNA gene (16S+1: CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC
TGT GG; 165-1: CCG GTC TGA ACT CAG ATC AAG T) that
amplify a fragment of approximately 463 bp (Black & Piesman,
1994) were used. Rickettsia parkeri DNA was used as a positive
control, and ultrapure water was used as a negative control.

Amplification was performed using the Dream Taq Green DNA
polymerase kit (Thermo Scientific®) according to the following
protocols. For the gltA4 gene, denaturation at 95 °C for three
minutes, followed by 35 amplification cycles with the following
temperatures 98 °C for 20 sec, 56 °C for 15 sec and 72 °C for 60
sec, and a final extension at 72 °C for 60 sec (Labruna ez a/. 2004).
Amplification of the 16S rDNA gene, was carried out with an
initial denaturation at 95 °C for 3 sec; 10 cycles with the following
temperatures 98 °C for 30 sec, 48 °C for 30 sec, 72 °C for 40 sec; 15
cycles of 98 °C for 30 sec, 50 °C for 40 sec and 72 °C for 30 sec;

10 cycles at 98 °C for 30 sec, 55 °C for 30 sec, 72 °C for 40 sec and a
final extension at 72 °C for seven minutes (Black & Piesman, 1994).

Statistical analysis. A descriptive study of tick infestation in the
animals sampled was performed. To establish possible relationships
between infestation, type of domestic animal, area of origin, and
municipality, Pearson’s Chi-square test was used, using Excel
(Microsoft) and Epi-info (CDC).

Ethical aspects. To obtain the sample, the owner of the animal
or the administrator of the farm was asked to sign an informed
consent form; a survey was filled out with each animal sampled
in which the demographic data mentioned above were obtained.
The research project was submitted for review by the Bioethics
Committee of the Universidad de Caldas, with the approval for
the development of the project, by means of act 006 of 2014. The
researchers involved in the development of the project are aware
of the universal declaration of animal rights proclaimed by the
International League for Animal Rights, Geneva, Switzerland, the
guide for the care and use of laboratory animals (NRC, 1996) and
the ethical principles of animal experimentation enunciated by
ICLAS, International Council for Laboratory Animal Science.

RESULTS AND DISCUSSION

A total of 593 domestic animals were examined, collecting 713
adult ticks in the seven municipalities sampled (Table 1). According
to the animal-tested, 40 % corresponded to bovines (Bos taurus),
33 % to equines (Equus caballus), and 27 % to canines (Canis lupus
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Jamiliaris) (Table 2). Most of the animals were females (71 %) and
came from rural areas (567 animals, 96 %). Of the total bovines, 92
% were infested, with high statistical significance (Table 2). The
most frequently found tick species was R. micrgplus, followed by
Awmblyomma sp. and R. sanguinens (Table 3). The number of
infested equines was low, cotresponding to 12.3 % of the total
number of animals in this group (Table 2). Unlike bovines, the
most frequent tick species was Dermacentor nitens, found in 10.7 % of
this group of animals (Table 3). Four of the seven municipalities had
no infested equines, while Filadelfia and I.a Merced had the
highest percentages of infestation, 25 and 44 %, respectively (Table 1).

The percentage of infestation of canines was 13 % (Table 2);
the most frequent species was R. sanguinens sl. (57.1 % of the
infested animals); the presence of Awmblyomma sp. in this group is
highlighted, finding high statistical significance for this type of tick
(Table 3).

The frequency found of Amblyomma sp. in this research is very
low compared to other studies conducted in Colombia. In a survey
conducted in ten Colombia departments, Rivera-Paez e al. (2018)
found a high frequency of Awmblyomma. Eleven percent of the ticks
were infected with different species of rickettsiae; none of them
corresponded to R. rickertsii (Rivera-Paez et al. 2018). In the study
conducted by Faccini-Martinez e a/ (2017) in the municipality of
Villeta (Cundinamarca), a high frequency of different species of
the genus Awmblyomma was also found; 1.7 % of the ticks had
rickettsiae, identifying R. ruckettsiiin adults of D. nitens, in nymphs and
larvae of A. cajennense s.). and Amblyomma spp. In adults of A.
cajennese s.). and R. microplus, the rickettsia species could not be
identified (Faccini-Martinez ef al. 2017). Several factors could

explain the low frequency of Amblyomma in our study: much
of the sampling was conducted at altitudes above 1,000 m a.s.l;
Amblyomma cajennense prefers lower altitudes (average 472.9 m as.l),
although they have been found at altitudes of 1,100 m asl;
additionally, it prefers dry climates, with minimum temperatures of
20.9 °C and maximum temperatures” of 31 °C and is not very
resistant to sudden temperature changes (Acevedo-Gutiérrez ef al.
2018); the factors mentioned above are not found in the geographic
areas sampled.

The predominant tick species in this study was R. mzroplus. This
finding is compatible with authors who state that this species is the
most frequent in Colombia and Latin America, in cattle and other
domestic and wild animals that ate in contact with their habitats
(Benavides & Romero, 2001; Estrada-Pefia ez a/. 2006; Rodriguez-
Vivas ¢t al. 2016). Cortés Vecino ¢ al. (2010) described R. microplus as
the most frequent tick in regions such as Caldas, Antioquia and
Meta and geographical areas with altitudes ranging from 2,000 to
2903 m asl. Its role in rickettsial transmission is controversial
(Bermudez e al. 2009; Oteo et al. 2014; Pesquera er al 2015;
Monje et al. 2016; Faccini-Martinez e/ al. 2017; Quintero V. et al.
2017); co-infestation with infected ticks or ingestion of blood from a
carrier host may be factors for this tick to present in its DNA the
presence of rickettsial genome (Beeler e a/ 2011; Merhej et al.
2014). It has also been demonstrated in vitro that infection with R.
parkeri generates a negative effect on oviposition; in addition, this
tick loses the ability to transmit this rickettsia to experimental
animals (Cordeiro ¢ a/. 2018). The above evidence could explain
the absence of rickettsiae in this species in the present study since
no multiple infestation was found in the animals studied, which is
also associated with the possible harmful effect of rickestsiae on this
particular species.

Table 1. Distribution of ticks by group of domestic animals and municipalities in the northern region of Caldas-Colombia department.

o Animal Number of  infested-value animals according to the different tick species
Municipality Group NI | TI | TNIN | TM Pv OR 1C
R. microplus D. nitens R. sanguinens Amblyomma _sp.
Cattle 23 5
Aguadas Equines 1 2 24 29 53 82 0,03 0,65 0,39 -1,05
Canines 3 24
Cattle 27 0
Aranzazu Equines 27 27 37 64 0,35 0,9 0,53-1,53
Canines 10
Cattle 26 1 0
Filadelfia Equines 7 20 34 50 84 0,44 0,83 0,53-1,53
Canines 30
Cattle 26 1
La Merced Equines 2 11 14 55 25 80 <0,0001 3,22 1,96 -5,04
Canines 10 6 10
Cattle 58 11 2
Neira Equines 30 69 62 131 0,03 1,54 1,04 -2,27
Canines 30
Cattle 25 2
Pacora Equines 1 1 26 27 45 72 0,11 0,73 0,43 -1,20
Canines 17
Cattle 21 9
Salamina Equines 30 22 58 80 0,01 0,43 0,25-0,71
Canines 1 19
Total 212 21 13 17 330

NI: Not infested; TT: Total infested; TNIN: Total not infested; TM: Total of animals sampled; Pv: P value; OR: odds ratio; IC: confidence interval
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Table 2. Frequency and statistical analysis of tick infestation in bovines, equines, and canines in the northern region of Caldas-Colombia department.

Domestic Infested (%) | Total (%) P OR iC
animal
Cattle 218 (92) 237 (100) | <0,00001 82.1 |47.1-148.2
Equines 24 (12.3) 196 (100) | <0,00001 0.086 |0.052-0.13
Canines 21 (13) 160 (100) | <0,00001 0.092 |0.049-0.16
Total 263 593

P: P-value; OR: odds ratio; IC: confidence interval.

Table 3. Frequency and statistical analysis of tick species found in cattle, equines and canines in the northern region of Caldas-Colombia department.

Tick species Cattle Equines Canines Total
R. microplus (N) 206 3 3 212
P <0,00001 <0,00001 <0,00001
OR 106,3 0,021 0,026
1C 39,42-325,9 0,004-0,069 0,006-0,08
D. nitens (N) 0 21 0 21
P NA NA NA
OR NA NA NA
1C NA NA NA
R. sanguineus s.l. (N) 1 0 12 13
P NA NA NA
OR NA NA NA
1C NA NA NA
Amblyomma sp. (N) 11 0 6 17
P 0,05 NA <0,00001
OR 0,34 NA 8,26
1C 0,12-1,06 NA 2,52-25,65

P: P-value; OR: odds ratio; IC: confidence interval.

The percentage of infestation in the municipalities ranged from
27.5 to 69 %, with a higher frequency found in the municipality
of L.a Merced (55 of the 80 infested animals); when analyzing the
frequency of infestation against the municipalities sampled, it
was found that La Merced and Neira presented high statistical
significance (Table 1). In a study of the frequency of active
rickettsial disease in 2012 in municipalities in the northern part
of the department, it was found that of 26 people with acute
febrile illness, five presented an increase of 4-fold or greater in
IgG titer R. rickettsii  in  the
convalescence; this finding is compatible with a rickettsial disease

against sample taken at
of the spotted fever group; the vast majority of these patients
came from the municipality of Salamina (Hidalgo e 2/ 2013). A
high proportion of ticks associated with rickettsial transmission
(19 of 21 D. nitens, 12 of 13 R. sanguineus s.1., and 6 of 17 _Anblyomma
sp.) came from Salamina or nearby municipalities (Filadelfia, Ia
Metced and Pacora). Amblyonma samples from the municipality of
La Merced were obtained from dogs, an animal group that has
more significant contact with humans. Therefore, there is a
greater probability of infestation. This is evidence that these
municipalities could have a higher risk of rickettsial disease;

therefore, future studies could be focused on this area of the region to
clarify the type or types of rickettsiae circulating not only in
vectors but also in people, domestic and wild animals.

When molecular tests for the detection of the g4 gene were
performed, it was found that none of the DNA samples obtained
was positive for this gene; this result demonstrates the absence of
rickettsial genetic material in the ticks collected. With the results
obtained, it is concluded that there are ticks associated with the
transmission of rickettsiae; however, for the period in which this
sampling was done, the role of ticks obtained from domestic
animals in the transmission of these diseases is not evident and,
therefore, further studies are required to clarify how rickettsiae of the
SFG group are acquired in the region.
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ABSTRACT

Two studies were conducted on sheep in the high tropics of
Colombia to study reproductive and fertility parameters associated
with animal growth in this ecological zone. In the first trial, 1,389
records were used to analyze, through descriptive statistics, the
fertility parameters, the birth rate, and the yield per multiple births
of three genetic groups of sheep: the native Criolla and Manchada
Paramuna breeds, and they were compared with the imported race
Blackface. In the second study, the duration of the estrous cycle was
determined and serum progesterone values were determined during
the estrous cycle in 19 Criolla x Romney Marsh crossbred ewes,
in this experiment, five moments of the cycle were analyzed. The
fertility rates found in the Criolla and Manchada Paramuna breeds
were 73.1 and 72 %, respectively, and were higher than those of
the Blackface sheep (65 %). Blackface ewes showed the highest
incidence of multiple births (29 %) and Manchada Paramuna ewes
had the highest birth rates (93.7 %). Criolla x Romney Marsh
crossbred ewes recorded a mean duration of the estrous cycle of
17.8 d. The highest progesterone secretion (11.5 nmol/L) occurred
on day 9 of the estrous cycle, while in the estrus phases, its value
was 0.32 nmol/L. This study contributes to the knowledge of the
reproductive aspects of Colombian native sheep.
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RESUMEN

Se realizaron dos estudios en ovejas en el trépico alto de Colombia,
para estudiar los pardmetros reproductivos y de fertilidad asociados
con el crecimiento animal, en esta zona ecoldgica. En el primer
ensayo, se utilizaron 1.389 registros para analizar, a través de
estadisticas descriptivas, los pardmetros de fertilidad, la tasa de
natalidad y el rendimiento por parto multiple, de tres grupos
genéticos de ovejas: las razas nativas Criolla y Manchada Paramuna
y se compararon con la raza importada Blackface. En el segundo
estudio, se determind la duracién del ciclo estral y se determinaron
valores de progesterona sérica durante el ciclo estral, en 19
ovejas cruzadas Criolla x Romney Marsh; en este experimento,
se analizaron cinco momentos del ciclo. Las tasas de fertilidad
encontradas en las razas Criolla y Manchada Paramuna fue de 73,1
y 72 %, respectivamente, superior a la de las ovejas Blackface (65
%). Las ovejas Blackface mostraron la mayor incidencia de partos
multiples (29 %) y las ovejas Manchada Paramuna tuvieron las
tasas de parto mds altas (93,7 %). Las ovejas cruzadas Criolla x
Romney Marsh registraron una duracién media del ciclo estral de
17,8 d. La mayor secrecién de progesterona (11,5 nmol/L) ocurrié
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el dia 9 del ciclo estral, mientras que en las fases del estro, su valor
fue de 0,32 nmol/L. Este estudio contribuye con el conocimiento
de los aspectos reproductivos de las ovejas nativas colombianas.

Palabras clave: Ciclo estral; Ovinos; Progesterona; Razas nativas;
Rendimiento reproductivo.

INTRODUCTION

The ovine population in Colombia is approximately 1,629,000
animals. From this population, 87.57 % is distributed in the
departments of La Guajira 41.38 %, Magdalena 11.56 %, Boyacd
7.75 %, Cesar 7.69 %, Cérdoba 6.42 %, Santander 3.33 %, Sucre
2.57 %, Bolivar 2.35 %, Meta 2.34 % and Cundinamarca 2.20 %
(ICA, 2019). Predominant breeds are Criolla 64 %, followed by
European breeds and native crossbred sheep 31.3 %. Only 5 % of
the wool sheep are of pure breeds like Romney Marsh, Corriedale,
Blackface, Merino-Rambouillet, and Cheviot (Caja Agraria, 1986;
Moreno & Grajales, 2017).

The information on sheep production systems in the high tropics
of Colombia is scarce. Given the current dynamics of the sector, it
is important to know studies and current and historical references,

as a way of promoting the adaptation and importance of heterosis
studies in native ewes breeds, reproductive performance and
biotechnologies use for improvement projects (Payares-Luna et al.
2018; Conde Silva et al. 2017).

In this context, is important to mention the difference between
breeds’ seasonal polyestrous activity associated with photoperiod.
Ewes of European origin show activity linked to a decreased
photoperiod (Gavojdian ez al. 2015). In Colombia, the maximum
daily photoperiod variation is about 35 minutes (McNutt er al.
2019), Romney Marsh ewes at 3000 m a.s.l. have sexual activity
throughout the year (Lozano-Gonzdlez et al. 2012).

In the past decades, different studies conducted on ewes in the
tropics have shown that there is not a clear-cut anestrous period
and that the sexual activity of these animals is mainly affected by
other factors such as health, nutrition, temperature, and rainfall
(Rodriguez, 1989; Luna-Palomera ez al. 2019). Studies on the
reproductive performance of different breeds of ewes in Colombia
have shown that Criolla and Criolla x European crossbred ewes
have better rates of fertility and lambing than European breeds
(Table 1).

Table 1. Fertility and lambing rates in ewes from Colombian tropical highlands reported in several studies.

Fertility

Breed %) Birth rate (%) Reference
Blackface 60.8 80.9 Fernandez & Useche (1981)
Cheviot 84.0 - Pastrana (1975)
Romney Marsh 80.4 83.0 Alderson ez al. (1988)
Corriedale - 78.0 Alderson ez al. (1988)
Rambouillet - 70.0 Alderson ez al. (1988)
Manchada Paramuna 79.2 93.0 Pérez & Pulido (1989)
Criolla 84.7 89.5 Fernandez & Useche (1981)
Blackface x Criolla 96.0 88.0 Pérez & Pulido (1989)

Most sheep breeds’ in this region have estrous cycle lengths between
14 and 19 days (Gavojdian ez /. 2015). Wool sheep, like Merino
and Rambouillet, have cycles one day longer than other breeds
(Ferguson er al. 2011). Also, in those breeds, 5 to 10 % of the
animals may have estrous cycles longer than 21 days (Quirke ez al.

1985).

For the study of the estrous cycle, it has also been analyzed in
addition to progesterone, and estrogens in feces, giving good
information about the reproductive behavior in sheep (Amaral ez

al. 2019).

This study aims to assess historical reproductive performance
(fertility, birth, and multiple lambing rates) in ewes of European
origin and native breeds of the tropical highlands of Colombia,
and to determine estrous cycle length and progesterone secretion
in crossbred ewes.

MATERIALS AND METHODS

For this study, two types of analysis were performed: in the first
work, data on the ovine creoles breeds Manchada Paramuna,
and Criolla were employed. Additionally, this information was
compared with ewe’s Black face an imported breed. In the second
work, an experimental process for determining blood progesterone
concentration and duration of the estrus cycle in crossbreed ewes
was done.

First Study. Records of reproductive performance of two ovine
flocks during three years were used. The farms are located in the
Eastern Cordillera of Colombian Andes highlands, at 3200 m a.s.l.
with a mean annual temperature of 10 ‘C. The mean annual rainfall
in this area varies from 1.000 to 1.500 mm and the relative humidity
ranges from 80 to 85 %. The animals grazed extensive pasture year-
round. The predominant forages were Pennisetum clandestinum
Hoechst Ex Chiov (Correa C. et al. 2008) and Holcus lanatus L.
in 80 % of the cases, with variable proportions of Anthoxanthum
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odoratum L., Dactylis glomerata L. and Trifolium repens L. Water
and mineralized salt were supplied ad libitum.

Reproductive records from 913 Blackface ewes (three years), 383
Manchada Paramuna ewes (one year), and 93 Criolla ewes, (one
year) were utilized, to determine the following parameters: fertility
rate (number of lambing/ewes exposed to rams); lambing rate
(number of lambs born /ewes exposed to rams); multiple lambing
rate (number of twin lambing/number of total lambing). Also,
it was considered the bodyweight of the ewes, the newborn, and
the weaned lambs, as well as the lamb mortality rate recorded at
weaning (3,5-month-old lambs). Bodyweight data of Manchada
Paramuna ewes were not available. Reproductive husbandry
included a single mating period of 51 days starting in November.
Lambing occurred in March-April, weaning in June-July, shearing
in August, and selection of ewes for next mating in September.

All data were analyzed using descriptive statistics measures of
central tendency and dispersions. Analysis of variance was used to
determine differences in rates (fertility, lambing, multiple lambing,
and lamb mortality) among breed groups and body weights.

Second study. This work was conducted at the Eastern Cordillera of
Colombian Andes highlands in the Sabana de Bogot4 zone, located
at 2.640 m above sea level, with an annual mean temperature of 12
°C, relative humidity of 79 %, and a mean annual rainfall of 938

mm.

Nineteen crossbred Criolla x Romney Marsh ewes 12 to 36 -month-
old were used. Ewes grazed pastures of Pennisetum clandestinum
from July to February. The ewes received mineralized salt ad libitum

and 150 g/day of a concentrate containing 14 % protein and 65 %
TDN. All ewes were observed daily (in a total of 23 estrous cycles)
for estrous behavior in two,30-minute periods at 07:00 and 18:00
using a vasectomized ram and an androgenized ewe.

Blood samples were obtained of the jugular vein on five days: 0
(estrous), 4, 9, 14, and 17 day of the estrous cycles using vacutainer
plain tubes. Blood samples were centrifuged after 4h of collection
for obtaining serum, which was frozen (-20 °C) until progesterone
analysis (solid-phase radioimmunoassay, Diagnostic Products Co.,
Los Angeles, CA). The progesterone concentration calculated was
realized by RiaCalc of Guelph University. Mean and standard
deviation of serum progesterone values were determined for the
entire estrous period.

RESULTS AND DISCUSSION

The study developed in the Colombian highlands, involving two
ovine flocks, showed that the Criolla ewes had a higher fertility rate
when compared to breeds like Manchada Paramuna and Blackface;
this contrasted with the lambing rate that was higher in Manchada
Paramuna. This depicts similar results presented in previous studies
on the subject, as it usually presents one adaptation characteristic in
native species in tropical conditions (Marai ez al. 2007).

The fertility rate product of climatic adaptation was higher in
Criolla ewes and Manchada Paramuna ewes than in Blackface ewes.
The lambing rate was greater in Manchada Paramuna ewes than in
the other two breeds of ewes. Multiple lambing rate was similar
in Manchada Paramuna and Blackface ewes and greater than in

Criolla ewes (Table 2).

Table 2. Productive and reproductive performance of native ewes” Manchada Paramuna and Criolla, comparate with the imported breed

Blackface, in the Colombian tropical highlands.

Parameter Manchada Criolla Blackface
Paramuna

N® of ewes 383 93 913
Fertility rate (%) 72.02 73.12 65.0p
Lambing rate (%) 93.72 82.8P 82.7v
Multiple lambing rate (%) 29.02 11.7° 28.6°
Body weight of ewes at mating (kg) - 34.1b%6.8 52.1a+ 15
Body weight of lambs at lambing (kg) - 3.8b20.6 4424 0.8
Body weight of lambs at weaning (kg) - 22.3%3.1 25.7%6,9
Mortality rate of lambs at weaning * (%) 5.6¢ 13.02 7.4b

* 3-3,5-month-old, Values with different letters among breeds differ significantly (P <0,05).

Regarding body weight, some authors mention that the highest
weights for adult females are found in purebreds (Pérez & Pulido,
1989). The present study showed that the Criolla ewes and lambs
had lower body weight than Blackface, reinforcing the concept that
the Criolla ewe is considered a small breed (Ocampo ez a/. 2017)
(Table 2).

The mean length of the estrous cycle in Criolla x Romney Marsh
ewes was 17.8 + 1.7 days with a range of 15 to 21 days. Serum

progesterone levels were 0.35 + 0.16 nmol/L an estrous day (day
0 of the cycle), then raised to 3.2 + 0.64 nmol/L on day 4 of the
cycle, 11.52 £ 5.12 nmol/L on day 9, 10.9 + 4.48 on day 14, in
the day 17 of the cycle the progesterone concentration was 0.32 +
0.13 nmol/L.

The occurrence of multiple births found in this study was nearly
29 %, which was similar to that described by Pérez & Pulido
(1989), in Manchada Paramuna and Blackface breeds. Values of
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this parameter for Criolla ewes was 11.7 %, which is higher than
the value reported by Pérez & Pulido (1989) of about 5 %. Other
studies reported similar values in the Sabana of Bogotd ecological
zone (Cuéllar-Gamboa ez al. 2015).

The present results concur with other authors such as Ferndndez &
Useche (1981), who suggested that native Colombian breeds (Criolla
and Manchada Paramuna) are more adapted to the tropical conditions
and that this adaptation is reflected in better fertility rates. Several
works compiled by Ferndndez & Useche (1981) showed a mean
fertility rate of 61 % in Blackface ewes and 85 % in Criolla ewes. The
Blackface breed was developed in Scotland at 200 to 800 m a.s.l. and
is well adapted to adverse environments. Blackface and Criolla breeds
were the base for developing the Manchada Paramuna breed (Scott ez
al. 1990).

Skea & Pastrana (1980) reported that the body weight of Criolla ewes
at their adult age is about 33 kg, whereas crossbred Blackface x Criolla
ewes reach 45 kg. The lesser body weight of Criolla ewes is probably
related to the natural selection process when there is a decrease in body
weight to reduce nutritional requirements with limited feed (Hulet,
1979; Moreno Meneses et al. 2013).

DPérez & Pulido (1989) reported a mean body weight at birth of 3.2 kg
in Criolla lambs. The mean body weight at weaning in Criolla lambs
of the present work was higher than that reported by those authors.
Probably the lesser body weight at birth influenced the mortality rate
of lambs at weaning, which was higher in Criolla than in Blackface
and Manchada Paramuna (Table 2). Pérez & Pulido (1989) reported a
mean the mortality rate at weaning of 20 % in Criolla lambs and 7.2
% in Manchada Paramuna lambs.

The results obtained in the present study showed that Colombian
crossbred ewes had longer cycles (17.8 days) than European breeds,
which are 16.7 days length (Hulet & Shelton, 1980) and are similar
to other native breeds, such as Pelibuey in México (Aké-Villanueva ez
al. 2019). Other studies in Colombia show that the average duration
of estrous cycles was 17,3 days in pure Romney Marsh ewes (Obando
Correa et al. 1988) and 16.8 days in Criolla x Romney Marsh
crossbred ewes (Gaviria & Herndndez, 1994). The estrous cycle length
in ewes seems to be affected by breed (Quirke ez 2/. 1985). Different
lengths of estrous cycles in ewes were reported by (Coelho ez /. 2006)
in the template zone and attributed to the effect of photoperiod on
the hormonal control of reproductive seasonality. Currently, the
endocrine values for progesterone around the estrous are used in ewes
to synchronize the estrus cycle (Maksimovi¢ ez a/. 2017).

The progesterone values of Colombian crossbred ewes were obtained in
the present study with a mean of 11.52 nmol/L. The literature reports
lower values in different breeds and latitudes, for example, Bass ez /.
(2017) reported serum progesterone at estrus of European ewes under
different planes of nutrition, between 0.2 and 0.87 nmol/L, which
agree with the values obtained in the present experiment (0.19 to 0.51
nmol/L). Arroyo-Ledezma ez al. (2013) reported maximum values of
progesterone on days 9 and 10 of the estrous cycle in Mexican ewes of
5.12 nmol/L.

Gaviria & Herndndez (1994) informed maximum mean values
of progesterone on day 12 of the estrous cycle in crossbred ewes
in Colombia of 15 nmol/L, which are higher than the observed
values in this study on day 14 (mean 10.9 nmol/L). Progesterone
levels normally drop on day 14 of the ovine estrous cycle (Bass
et al. 2017), which agrees with the present work. Balaro er al.
(2015) reported progesterone profiles of Santa Ines ewes in winter
and summer under the tropical conditions of the state of Rio de
Janeiro (Brazil) They found that about 50 % of the ewes had mean
progesterone concentrations under 3.2 nmol/L, confirming the low
reproductive seasonality in Santa Ines ewes.

These types of studies on native sheep are necessary for knowing
reproductive  physiology and for establishing development
programs for conservation, use, and promotion with rural farmers
as economic and production alternatives (Shrestha, 2005).

The information on hormonal determinations showed that the
duration of the estrous cycle and the progesterone profile in Criolla
x Romney crossbred ewes in Colombian tropical highlands have
similar patterns to those observed in other ovine breeds of different
latitudes.

The progesterone levels in the native breed presented little variation
related to breeds European for the day of peak and time duration of
secretion (luteal phase).

Since sheep breeding is increasing in Colombia, its production and
profitability depend on the knowledge and management of the
physiology of reproduction, therefore this area of knowledge requires
further research in tropical highlands conditions.
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ABSTRACT

In the dairy industry, fermented products are traditionally made
with cow’s milk, however, recently other ingredients have been
used that give different qualities to the final product; among them
is buffalo milk, which has distinctive characteristics and is rarely
utilized industrially in Colombia, for this reason, the present study
aimed to evaluate the effect of adding aloe vera (Aloe barbadensis
Miller) on the physicochemical and bromatological properties
and shelf-life of buffalo milk yogurt. First, an aloe vera sauce was
made, which was added to buffalo milk yogurt in three percentages
(5, 10, and 15 %), and one was chosen using a preference
ordering test. Subsequently, the selected product was evaluated
for physicochemical and bromatological parameters and mineral
content. The shelf-life was also calculated using an accelerated shelf-
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life study at temperatures of 5, 15, 25, and 35 °C. According to the
sensory panel the best yogurt was the sample with 15 % of aloe vera
sauce. For the bromatological analysis, it was found that the final
product had 2.57 % protein, 5.87 % fat, 0.49 % ash, and 74.9 %
moisture. Shelf-life calculations yielded an average of 28.6 days. It
is concluded that aloe vera positively impacted the bromatological
parameters and mineral content of buffalo milk yogurt.

Keywords: Buffalo milk; Microminerals; Probiotics; Sensory
evaluation; Bromatology.

RESUMEN

En la industria lictea, se elaboran productos fermentados,
tradicionalmente, con leche de vaca; sin embargo, en los tltimos
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tiempos, se han utilizado otros ingredientes, que dan diferentes
cualidades al producto final; entre ellos, se encuentra la leche de
bufala, que tiene caracteristicas tinicas y ademds es poco utilizada
industrialmente en Colombia. La presente investigacién tuvo por
objetivo evaluar el efecto de la adicién de aloe vera (Alve barbadensis
Miller), en las caracteristicas fisicoquimicas, bromatolégicas y vida
util de un yogurt de leche de bufala. Primeramente, se realizé una
salsa de aloe vera, la que se le agregé al yogurt de leche de bufala,
en tres porcentajes (5, 10 y 15 %) y se escogié uno, mediante una
prueba de preferencia por ordenacién. Posteriormente, al producto
seleccionado, se le evaluaron los pardmetros fisicoquimicos,
bromatoldgicos y contenido de minerales. También fue calculada la
vida util del yogurt, utilizando un estudio de vida (til, acelerado a
temperaturas de 5, 15, 25,y 35 °C. De acuerdo con el panel sensorial,
se establecié que la mejor muestra de yogurt fue aquella que tenia
15 % de salsa de aloe vera. En cuanto al andlisis bromatoldgico, se
encontré que el producto final tuvo 2,57 % de proteina, 5,87 %
de grasa, 0,49 % de cenizas y 74,9 % de humedad. Los célculos
de vida til arrojaron 28,6 dias en promedio. Se concluye que el
aloe vera impacté positivamente los pardmetros bromatolégicos y el
contenido de minerales del yogurt de leche de bufala.

Palabras clave: Bromatologfa; Evaluacién sensorial; Leche de bufala;
Microminerales; Probiéticos.

INTRODUCTION

Yogurt is a highly nutritional food that originates from the
fermentation of milk by the action of lactic acid bacteria (LAB)
(Bai er al. 2020; Yang et al. 2021). This milk by-product is widely
consumed because of its healthy, nutritious, and sensorial properties.
In addition, it has nutraceutical, therapeutic, and anticancer
properties and reduces cholesterol. From a chemical perspective,
yogurt is made of a complex gel system that incorporates proteins,
polysaccharides, and lipids into its structure. It and other dairy by-
products (cheese, fermented milk drinks, butter) are mainly made
from cow’s milk, although milk from other mammals is also used,
resulting in different sensory and physicochemical characteristics
because of differences in the composition of the milk (Tamime &
Robisons, 2007).

As a result of its composition and optimal yield, buffalo milk has
become an alternative raw material to increase the variety of dairy
products with qualities different from those traditionally made
with cow milk (Andrade P. et 2/ 2009; Patifio, 2011; Simées Da
Silva et al. 2020). Buffalo milk has its characteristics compared to
other kinds of milk. These qualities contribute to its identification
from a nutritional point of view (higher fat, protein, lactose,
lower cholesterol level, and some minerals such as calcium, iron,
magnesium, and phosphorus) and sensory (Andrade er 4/ 2010).
Furthermore, buffalo milk by-products have better gel consistency
and higher creaminess thanks to their higher casein content and
high-fat content, respectively (Sfakianakis & Tzia, 2014).

The food industry has become increasingly interested in finding
new plant sources that provide high nutrient content and health

benefits. Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) is a plant used
in traditional medicine, but recently its gel has been used for
cosmetics and functional foods for its diversity of components
such as carbohydrates, proteins, fibers, vitamins, minerals, amino
acids, and phenolic compounds (Maan ez /. 2018; 2021; Ghafoor
et al. 2016; Eshun & He 2004). Aloe vera as an ingredient confers
to a final product the extension of its shelf life, improvement in
antimicrobial properties, and textural characteristics, among others
(Das et al. 2011; Benitez et al. 2015; Shahrezaee et al. 2018).

Aloe has been used in products such as beverages, ice cream, nuggets,
meat products (Soltanizadeh & Ghiasi-Esfahani, 2015; Shahrezaee
et al. 2018; Sharma ez al. 2021), in dairy products such as yogurt
(Gutiérrez-Alzate er al. 2021; lkram et al. 2021) and cheese (El-
Sayed & El-Sayed, 2020). Therefore, the present research aimed
to evaluate the effect of the addition of aloe vera (Aloe barbadensis
Miller) on the physicochemical and bromatological characteristics

and shelf life of a buffalo milk yogurt.
MATERIALS AND METHODS

Raw material. Buffalo milk was obtained from a dairy company
located in Planeta Rica (Cérdoba, Colombia). The Aloe vera gel
and remaining raw material (sugar, lactic culture, liquid glucose,
stabilizer (pectin), citric acid) were acquired in a local market in the
city of Monterfa.

Preparation of the aloe vera sauce. The aloe vera gel was cut into
cubes of 1.5 x 1.5 x 1.5 cm. The formulation to prepare the aloe vera
sauce was water 50 %, aloe vera cubes 50 %, tablet sugar (sucrose) 8
%, liquid glucose 2 %, stabilizer (xanthan gum) 1 %, and citric acid
0.1 %. The water and glucose were heated at 50 + 0.5 °C for 5 min.
Then, stabilizer and sugar were added and mixed until obtaining
a gelatinous and translucent consistency. Afterward, cubes of aloe
vera were added. Subsequently, the mixture was pasteurized at 65
+ 0.5 °C for 30 min (The mixture was put into 1 L glass bottles
and placed in a water bath) and left to stand for 10 min, and then,
citric acid was added. Percentages and materials were determined
through preliminary tests.

Sensorial analysis of the aloe vera sauce and yogurt. To select
the best formulation of sauce, a group of 30 potential untrained
panelists, men, and women between 20 and 30 years, was assembled.
A higher (3)- to lower (1) preference ordering test was used to
select the best aloe vera sauce formulation (Ramirez-Navas, 2012).
Also, a 9-point hedonic test was carried out on all yogurt samples,
ranging from “I like it extremely” to “I dislike it extremely”, and the
parameters of smell, color, appearance, taste, and texture.

Yogurt preparation. The components used to make the buffalo
milk yogurt and the aloe vera sauce were buffalo milk 100 %, lactic
culture 2 % (Streptococcus thermophilus and Lactobacilus delbrueckii
ssp. Bulgaricus starter cultures), sugar 2 %, aloe vera sauce 5, 10
or 15 % (the percentage chosen was made according to the results
of the sensory evaluation) and stabilizer (pectin) 1 %. The milk
was subjected to quality analysis such as titratable acidity (% lactic
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acid) (197.05 AOAC), fat (NTC 5860) (Icontec, 2011), and
density (15.015 AOAC). Subsequently, pre-heating was done at 37
+ 0.1 °C and homogenized using an Ultra Turrax (IKA, Merck,
Germany) at 14000 r.p.m. Then, sugar was added to the milk,
and it was pasteurized at 90 + 0.5 °C for 5 min. This mixture was
allowed to cool to 44 + 0.5 °C to inoculate the lactic cultures.
Then, the aloe vera sauce was added for fermentation at 44 + 0.5

°C for 4 h. Finally, the mixture was stored at 5 °C.

Physicochemical and bromatological characterization. The
titratable acidity (% lactic acid) (197.05 AOAC) and pH (945.27
AOAC) were determined for the physicochemical analyses. For
the bromatological characterization of the product, the following
analyses were carried out: protein (920.152 AOAC), fat (NTC
5860) (Icontec, 2011), reducing sugars (Mulgrave method), ash
(942.05 AOAC), moisture (934.06 AOAC) and minerals (nitrogen,
sulfur, phosphorus, calcium, magnesium, potassium, sodium,
copper, zinc, manganese, boron) (Atomic Absorption Method)
(Amellal-Chibane & Benamara, 2011).

Determination of shelf-life as a function of temperature. 120
samples were obtained, which were separated into four groups
of 30 samples and stored in sterile recipients in a stabilization
chamber at four different temperatures: 5, 15, 25 and 35 °C, for
an accelerated shelf-life study for 30 days.

To determine the shelf-life of the yogurt, current regulations for
yogurt and kumis in refrigerated hermetic containers were used
(Resolucién 2310 de 1986 - MinSalud, 1986), which indicate
a shelf-life of 21 days. A sample was analyzed on the day of
production to establish the initial parameters of the product. Then,
each group of samples was analyzed until deterioration, varying the

frequency of analysis by considering the preliminary tests: 35 °C,
measured every three hours; 25 °C, measured every 12 h; 15 °C,
measured every 24 h; and 5 °C measured every four days. Each
group of samples was measured in triplicate for pH and
titratable acidity (% lactic acid).

Statistical Analysis. Tukey multiple comparison tests were
performed to establish whether there were any significant
differences. The sensory analysis results of the aloe vera sauce were
subjected to Friedman’s order sum test was used to verify if there
were differences between the 3 Aloe vera sauce formulations. The
shelf-life of the food in days was calculated and predicted with the
analytical data using a kinetic/mathematical model known as the
Arrhenius equation. Finally, Excel was used for the data, where the
linear regression equation was obtained and plotted, obtaining the
slope (m), the kO intercept, and the regression of the line, resulting
in the shelf-life in days. All tests were performed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Sensorial analysis of the aloe vera sauce. After assigning a score
of 1 to 3 to each sample, the results showed that the preference for
the sample with 5 % aloe vera sauce was 56; for the 10 % sample
was 57 and for the 15 % sample was 69. According to the results
of the Friedman test, the concentration with the highest score (15
% aloe vera) was selected because it had significant differences from
the other concentrations (p < 0.05). The panelists perceived a more
accentuated and balanced flavor in the yogurt with the 15 % aloe
concentration.

Physicochemical and bromatological characterization. The
acidity and pH values for the incubation, obtained during the

Table 1. Physicochemical analysis for the incubation of the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Time (hours) Titratable acidity (% lactic acid) pH
0 0.17£0.005 6.731£0.06
1 0.37£0.03 6.271£0.15
2 0.52£0.02 5.3310.21
3 0.76£0.04 4.840.1
4 0.89£0.03 4.37£0.05

Values are the mean of the triplicate analyses * standard deviation.

formation of the buffalo milk yogurt with aloe vera, are shown in
table 1.

The pH decreased from the beginning of fermentation to the end (4
hours). The final value was similar to that reported by Romeih ez /.
(2014), who obtained averages of 4.4 for buffalo milk yogurt. The
acidity of the yogurt increased as the incubation time increased,
as indicated in table 1. This increase was due to the activity of
lactic acid bacteria that convert lactose to lactic acid during the
fermentation process (Ikram ez /. 2021) and might be affected by
different conditions, including growth conditions, specific growth
rate, fermentation time, and consumption of sugars or amino acids,
of which aloe vera is a rich source (Wang ez al. 2012).

The results of the bromatological characterization are shown
in table 2. The values are the average of triplicate analyses + the
standard deviation. All analyses were done on a dry basis.

As shown in table 2, the protein value was 2.57 %, lower than
that reported by Akgun ez al. (2018), who obtained a percentage
of 4.2 for a buffalo milk yogurt with different combinations of
probiotics. (Bifidobacterium BB-12', Lactobacillus acidophilus 1A-
5, Stretoccocus thermaophilus, and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus). The ash percentage was also lower than obtained by
Romeih ez 2l (2014), who obtained 0.78 % to 0.96 %. These lower
values may have been due to various conditions, such as breed,
season, feed, and lactation stages, which could have affected some
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Table 2. Bromatological characterization of the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Parameter Concentration
Protein (%) 2.57£0.15
Fat (%) 5.881+0.016
Reducing sugars (%) 6.58+0.019
Ash (%) 0.49£0.03
Moisture (o) 74.90£0.04

Values are the mean of the triplicate analyses & standard deviation. All analyses were taken on a dry basis.

parameters in buffalo milk (Patifio, 2004; Ikram ez 2/ 2021). The
fat content was 5.88, higher than that reported by previous studies
on Greek yogurt made from cow milk, 3.25 % (Serafeimidou ez al.
2012). This higher value was because buffalo milk has higher fat
values (Granados ez a/. 2014). The moisture percentage was similar
to that reported by Mahmood ez 4/. (2008), who made yogurt based
on buffalo milk, apples, and bananas. The mineral content in the
yogurt sample is shown in table 3. It can be said that the amount
of minerals is due to the added aloe vera because some
authors (Miranda ez al. 2009; El-Sayed & El-Sayed, 2020;
Gutiérrez-Alzate er al. 2021) indicate that this plant is rich in
minerals (Na, Ca, Mg, Zn, K, among others), and can provide
levels of these minerals to products where aloe vera is used.

Table 3. Minerals in the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Studies have shown that adding aloe vera to fermented milk
drinks produces an increase in zinc (1.37 times), iron (1.24 times),
calcium (1.35 times) and magnesium (1.59 times) (Herndndez
& Romagosa, 2014). Patifio et al. (2005) reported Zn, Fe, Mn,
and K values in average buffalo milk of 1.468, 2.457, 0.607, and
0.101 mg/kg, respectively, lower than found here, confirming the
contribution of aloe vera.

On the other hand, the presence of microminerals such as Mn,
21.7 (£0.34) mg/kg, and Fe, 3.73 (+0.03), facilitate the growth
of bacteria of the Lactobacillus genus (Herndndez & Romagosa,
2014). Furthermore, previous studies have indicated that both aloe
vera juice and pulp promote the development of probiotic bacteria

Minerals

Concentration

N (%)

0.40£0.024

S (%)

0.01£0.002

P (%)

0.07£0.001

Ca (%)

0.1£0.01

Mg (%)

0.01%0.005

K (%)

3.4520.04

Na (%)

0.021%0.001

Cu (mg/kg)

0

Fe (mg/kg)

3.73%10.03

Zn (mg/kg)

3.2240.11

Mn (mg/kg)

21.7£0.34

B (mg/kg)

1.52+0.077

Values are the mean of the triplicate analyses * standard deviation.

because of their chemical composition (Contreras-Pinzén e al.

2007).

The Na-K ratio obtained with the bromatological characterization
of the yogurt was 0.0061 (0.021/3.45), which is a very low value
and is favorable since a high Na-K ratio has been related to high
blood pressure, heart disease, and strokes (Drewnowski ez a/. 2014).
Likewise, the K-Na ratio of the yogurt was 164.285 (3.45/0.021).
Previous studies have reported that isolated populations with a
predominance of natural foods, fruits, and vegetables, where the
individual intake of potassium exceeds sodium with a potassium-
sodium ratio greater than 3, have a very low prevalence of arterial
hypertension, which is lower than 3 %.

Determination of shelf-life as a function of temperature. Table
4 shows the results of the inferential analysis for % acidity and pH
at each temperature.

After ANOVA, there were significant differences in each of the
measurements for temperature (p-value <0.05), as shown in table
2. These variables did not indicate product deterioration since the
values obtained to time were not outside the ranges permitted by
Government Resolution 2310 (MinSalud, 1986). The stability of
the acidity and pH variables was related to the presence of multiple
bioactive substances in aloe, such as phenols, triterpenoids, and
steroid saponins (Akbari ez a/. 2021).



Table 4. Result for the % acidity and pH at different measurements in the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Measurements 35°C 25°C 15°C 5°C

Acidity pH Acidity pH Acidity pH Acidity pH
0 0.9a 4.4a 0.92a 432 0.9a 4.4a 0.92 4.4a
1 0.92 4.4a 0.92 432 0.9a 4.4a 0.92 4.4a
2 0.9a 4.4a 0.9a 4.2b 0.9a 4.3b 0.9a 4.3b
3 0.8b 4.3b 0.8b 4.2b 0.9a 4.3b 0.9a 4.3b
4 0.8b 4.1c 0.8b 4.2b 0.8b 4.2¢ 0.8b 4.3b
5 0.8b 4.3b
6 0.8b 4.3b

The same letter in the same column indicates no difference according to Tukey's test.

Dairy products with aloe vera vary in terms of acidity and pH
content during several weeks of storage, such as in the case of soft
cheese with 15 % aloe vera that decreased its pH from 6.76 to 6.21
and increased its acidity from 0.12 to 0.28 % lactic acid at the
fourth week (El-Sayed & El-Sayed, 2020). In contrast, yogurt with
aloe vera only varied in acidity between 0.7 to 1.2 % and pH from
4.55 to 4.63 after 5 hours of incubation (Parra Huertas, 2014). The
buffalo milk yogurt with aloe vera as a fat substitute reached acidity

values between 1.12 and 1.67 % in the third week of storage, and
the pH remained between 4.6 and 4.05 (Ikram et al. 2021).

The inferential analysis for the sensory profile at each of the
temperatures based on the measurements is presented in table 5. The
statistical analysis revealed that the panelists perceived statistically
significant differences in the product concerning the days, with the
higher scores on day zero that decreased over time.

Table 5. Sensory scores for each temperature in the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Temperature 35 °C

Measurements Smell Color Appearance Texture Taste

0 6.03a 7.23a 7.20a 6.50a 6.37a

1 5.43a 6.10b 6.07ab 5.57b 5.17b

2 4.30b 5.03¢ 5.23b 5.07¢c 4.40b

3 3.03¢ 3.90d 4.17c 3.67d 2.93¢

4 2.40c 3.06e 3.30d 2.90e 2.30c
Temperature 25 °C

Measurements Smell Color Appearance Texture Taste

0 7.50a 7.03a 7.20a 7.50a 7.23a

1 0.33b 0.60a 6.07b 6.47b 06.47b

2 4.90c 5.37b 5.23¢ 5.60c 547c

3 3.00d 4.43¢ 4.17d 3.97d 3.37d

4 2.27¢ 3.63d 3.30e 3.27¢ 2.33¢
Temperature 15 °C

Measurements Smell Color Appearance Texture Taste

0 7.53a 7.57a 6.90a 6.90a 7.50a

1 7.0ab 7.47a 6.88a 6.83a 6.70a

2 0.17b 7.07a 6.47a 6.67a 6.40a

3 4.30c 5.60b 5.07b 5.47b 4.90b

4 3.47c 5.23b 4.97b 4.48b 4.37b
Temperature 5 °C

Measurements Smell Color Appearance Texture Taste

0 7.47a 7.97a 7.97a 7.77a 7.67a

1 7.23a 7.47ab 7.37a 7.23a 7.93a

2 7.23a 7.77a 7.80a 7.40ab 7.70a

3 7.63a 7.77a 8.23a 7.97ab 8.17a

4 7.37a 7.60a 7.80a 7.67ab 8.13a

5 7.40a 7.67a 7.33a 7.70ab 7.87a

6 06.23b 6.57b 6.17b 6.80b 6.37b

The same letter in the same column indicates no difference according to Tukey's test.
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The highest smell, color, appearance, texture, and taste values were
observed at 5 °C temperature. While the lowest smell, texture, and
taste were recorded at 35 °C because the recommended storage
temperature for dairy products is less than 6 °C according to
Government Resolution 2310 (MinSalud, 1986). At 35 °C, scores
of 5 were observed from the second and third measurements of
smell, appearance, texture, and taste (3 and 6 hours), which are
equivalent on the hedonic scale to a rating of indifference, a rejection
criterion for our study, evidencing that, at this temperature, a shelf-
life of one day was not reached (Hough & Fiszman, 2005).

For all temperatures, color, appearance, and texture had the highest
score. 'The only ones with the lowest score were taste and smell.
The latter presented the most critical score because a fermented
product such as yogurt is made with a mixed culture of Streprococcus
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp., Bulgaricus contains
lactic acid and acetaldehyde, which add the characteristic aroma
to the product. For each temperature, the shelf-life in days was
estimated using the Arrhenius equation. Table 6 summarizes these
results.

Table 6. Accelerated shelf-life study in the buffalo milk yogurt with aloe vera.

Shelf life (days)
Temperature (°C) Smell Color Appearance Texture Taste
5 28.6 36.2 34.0 32.1 29.6
15 2.2 2.9 2.9 2.7 2.4
25 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2
35 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

For consumer safety, the smell sensory variable was used to check
the shelf life of buffalo milk yogurt with aloe vera because it had
the lowest score. Since the temperature of 5 °C was clsest to the
recommendation for the storage and consumption of yogurt in
Resolution 2310, the product’s shelf-life was 28 days.

The combination of buffalo milk yogurt with aloe vera can be
considered beneficial since the levels of minerals such as Zn, Fe,
Mn, and K were increased and parameters such as fat. Likewise, the
formulation with 15 % aloe sauce can be established as very good
for the industry since the product’s shelf life averaged 28.6 days.

Conflicts of interest: The manuscript was prepared and revised by
all authors, who declare the absence of any conflict, which can put
the validity of the presented results at risk.
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RESUMEN

Debido al contenido de macronutrientes, micronutrientes y
antioxidantes, la ingesta de hortalizas y de legumbres en la dieta
puede reducir el riesgo de enfermedades, por tanto, el objetivo
de esta investigacion fue desarrollar un prototipo de alimento
deshidratado con base en harina de auyama (Cwenrbita moschata
Duchense), enriquecido con fuentes proteicas, provenientes
de granos. Se establecieron seis tratamientos empleando nueve
materias primas, variando el porcentaje de cada una de ellas,
donde la mayor proporcion correspondié a la harina de auyama,
se realizé6 un analisis bromatolégico para cada materia prima y
tratamiento. Posteriormente, se adelant el andlisis de carotenos
totales, carbohidratos y calorfas; para las variables materia seca
(MS), cenizas, grasa, proteina cruda (PC), fibra detergente acida
(FDA) y fibra detergente neutra (FDN), se emple6 un analisis de
varianza y para la prueba sensorial, se aplicé la prueba Friedman,
con 60 jueces. Al emplear los factores de conversion Atwater, los
resultados indicaron que los materiales seleccionados para formular
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un prototipo de alimento deshidratado presentan bajo contenido
de fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente acida (FDA).
La prueba de Friedman establecié que el mejor tratamiento para
los 60 evaluadores fue el 6 seguido del 1, con la inclusién de harina
de auyama del 15 y 20 %, respectivamente. Se concluye que, a
partir de la inclusiéon de harina de hortaliza y de leguminosas es
posible obtener un producto deshidratado con alto contenido de
macronutrientes.

Palabras clave: Analisis bromatolégico; Alimento entiquecido;
Analisis sensorial; Proteina vegetal; Zapallo.

ABSTRACT

Due to the content of macronutrients, micronutrients, and
antioxidants, the intake of vegetables and legumes in the diet can
reduce the risk of diseases, therefore, the objective of this research
was to develop a prototype of dehydrated food based on butternut
squash (Cucurbita moschata Duchense) enriched with protein
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sources from grains. six treatments were established using nine raw
materials, varying the percentage of each of them, where the highest
proportion corresponded to butternut squash, a bromatological
analysis was carried out for each raw material and treatment.
Subsequently, the analysis of total carotenoids, carbohydrates,
and calories was carried out; for the variables dry matter (DM),
ashes, fat, crude protein (CP), acid detergent fiber (ADF), and

neutral detergent fiber (NDF), an analysis of variance was used

and for the sensory test the Friedman test was performed with
60 judges. When using the Atwater conversion factors, the results
indicated that the materials selected to formulate a dehydrated food
prototype have a low content of neutral detergent fiber (NDF) and
acid detergent fiber (ADF). The Friedman test established that the
best treatment for the 60 evaluators was 6 followed by 1, with the
inclusion of butternut squash at 15 and 20 %, respectively. It is
concluded that, from the inclusion of vegetable and legume flour,
it is possible to obtain a dehydrated product with a high content of
macronutrients.

Keywords: Bromatological analysis; Enrich food; Sensorial analysis;
Vegetable protein; Butternut squash.

INTRODUCCION

La presion que se ejerce en el aumento de la productividad
agricola sumado a la necesidad de brindar a la poblacién bienestar
nutricional, ha hecho que se oferten nuevos productos cambiando
los habitos alimenticios (Kumar & Pandey, 2020). Las personas
consumen mas comida instantinea que, en su mayorfa, son
alimentos deshidratados, con altos contenidos en aztcar, glutamato
monosodico, grasa y bajo valor nutritivo de vitaminas, minerales,
proteina y fibras (Kaushik ez a/. 2014).

El reto del siglo XXI es mejorar la calidad de vida desde la nutricién,
en donde la introduccién de materias primas de calidad en un
producto alimenticio podria disminuir el riesgo de enfermedades
(Morais ez al. 2018); es asi, como la incorporacion de carotenoides,
proteinas o compuestos fendlicos en un producto proporcionaria
un alimento potencialmente funcional, con destacables beneficios
para la salud (Siré ez al. 2008). Esto es posible, siempre que se
cuente con biodisponibilidad de compuestos activos (Betoret ¢f .
20106); sin embargo, las plantas, en especial hortalizas y legumbres,
contienen elementos que, por su origen, brindan requerimientos
nutricionales en abundancia. En este sentido, la auyama o zapallo
posee una pulpa destacada por su alto contenido de carotenoides,
en especial, alfa y betacaroteno (Ortiz Grisales e a/. 2015; Rodriguez
et al. 2018).

Para lograr la incorporaciéon de nutrientes en un producto, se
requiere secar la materia prima y la posterior reducciéon de tamafio en
particulas finas; es por ello, que el secado es una de las operaciones
unitarias mas empleadas en la agroindustria, para prolongar la vida
util de un producto (Moreno ez al. 2014), debido a que al disminuir
la humedad se reduce la actividad microbiana (Junqueira ef al.
2021), las reacciones quimicas y la actividad enzimatica y oxidativa
(Farzana ef al. 2017; Barbosa-Canovas ef a/. 2020).

La molienda es, generalmente, la operacién unitaria posterior
al secado, donde la reduccién de particula es fundamental para
obtener alimentos blandos y, por ende, faciles de masticar y
de palatabilizar (Okamoto ez al 2015); es asi, como las sopas
instantaneas se convierten en la mejor alternativa para nutrir,
permitiendo incorporar frutos, hortalizas y verduras, como fuentes
de macro y de micronutrientes en la dieta diaria (Islam ez a/ 2018;
Mohamed e# al. 2020).

Para la formulacién y el desarrollo de productos, ya sean nuevos
o mejorados, es posible incorporar materias primas deshidratadas,
como vegetales, frutos, hortalizas o legumbres de facil coccion,
mejorando la calidad, mediante la introduccién de fuentes
no convencionales, ricas en protefnas, minerales, vitaminas y
carotenoides, que sean adecuadas para todo tipo de persona, bajo
los preceptos de una dieta balanceada.

Por tanto, el objetivo de la presente investigacion fue desarrollar un
prototipo de alimento deshidratado con base en harina de auyama
(Cucurbita moschata Duchense), del cultivar Unapal Abanico-75,
enriquecido con fuentes proteicas provenientes de granos,
tendientes a generar un nuevo producto alimenticio.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. El acondicionamiento de las materias primas, las
pruebas de secado y los analisis de la valoracién macromolecular, se
realizaron en el laboratorio de semillas de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Palmira, en convenio con la Universidad
Nacional Abierta y a Distancia UNAD, Palmira; las pruebas
de proteina cruda (PC), fibra detergente acida (FDA) vy fibra

detergente neutra (FDN) fueron realizadas por la empresa Confia
Control S.A., ubicada Bogota, Colombia. Se emplearon frutos
de auyama en madurez de cosecha (MACO), del cultivar Unapal
Abanico 75, como materia prima principal, ademas de harina de
maiz (Zea mays 1.), caupl (Vigna unguiculata (I.) Walp.), grano
de habichuela (Phaseolus vulgaris 1..), lenteja (Lens culinaris Medik.),
soya (Glycine max (L.) Mert.), garbanzo (Cicer arietinum 1..), morera
(Morus alba 1..) y moringa (Moringa oleifera Lam.) y especias (cebolla
y ajo en polvo). Estas mezclas, se realizaron con el objetivo de
incorporar en el prototipo de alimento deshidratado, el mayor
contenido de nutrientes, especialmente, de proteina y de
carotenos totales, en donde los granos de leguminosas y la
auyama son una excelente alternativa, como fuente nutricional.

Acondicionamiento de materias primas. Los frutos de auyama
fueron lavados y sumergidos en una solucién de hipoclorito al
1 %, por 10 segundos; se extrajo la semilla y la matriz (cavidad
placentaria, donde se almacena la semilla) y se redujo manualmente
la pulpa en rebanadas de 0,5 cm de espesor. Para mejorar el secado
del material, se realiz6 un pretratamiento de choque con aire frio, el
cual, se efectud en un cuarto de refrigeracién, con temperatura de 8
°C, por 48 horas; postetiormente, se adelant6 un secado convectivo
en horno, marca BINDER, modelo ED 115, a una temperatura
de 50 °C, por 12 horas, evitando la menor pérdida de carotenos
totales. Luego, se efectud una reduccion de tamafio de particula y se
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almacend en bolsas negras y bidones de cierre hermético. Las demas
materias primas, mafz, caupi, grano de habichuela, lenteja, soya,
garbanzo, morera y moringa se acondicionaron, segun su naturaleza
hasta harina (secado y molinado) y para obtener una granulometria
fina, se pasaron todas las harinas por el equipo de molino analitico,
marca Kitchenaid y, posteriormente, se pasaron por una malla tyller
namero 60 y se obtuvo una particula de 0,025 cm.

Variables a evaluar. Se realiz6 un analisis proximal o bromatolégico
y Van soest por cada materia prima (Tabla 1) y para determinar
el comportamiento de particula en medio liquido, se efectué una
exploracion a diferentes temperaturas (20, 40, 60 y 80 °C), en 200
mL de agua.

Tabla 1. Andlisis proximal realizado a cada harina (auyama, maiz, caupf, grano de habichuela, lenteja, soya, garbanzo, morera y moringa).

Componente ,
Componente determinado Método empleado
Materia seca (MS) Humedad Humedad, AOAC 925.09 -1995
Cenizas Minerales Calcinacién, AOAC 923.03

Extracto etéreo (EE)

Grasa cruda

Extraccién etérea, Soxhlet, AOAC
960.39. 21st. Edicién 2019.

Proteina

Nitrégeno x 6.25

Kjeldahl, AOAC 981.10. 21st.
Edicién 2019.

Fibra detergente neutra

Gravimetria, AOAC 2002.04

Fibra

Fibra detergente 4cida

Gravimetria, AOAC 973.18

Extracto Libre de Nitrégeno

Carbohidratos

(100 - % de los otros componentes)

Se realizaron pruebas exploratorias, para identificar el sabor de
cada materia prima, las cuales, se sometieron de forma individual a
diferentes temperaturas de 20, 40, 60 y 80 °C, en 200 mL de agua
y se observo su consistencia, sabor y textura en la particula, para

asf establecer los porcentajes de las diferentes mezclas, empleando
seis tratamientos y determinar la proporcion ideal, segin los
requerimientos nutricionales de una dieta balanceada (Tabla 2);
para cada tratamiento, se emple6 una base de calculo de un 1 kg,

Tabla 2. Formulacién de tratamientos para un alimento deshidratado.

. Auyama | Caupi | Garbanzo Gra.mo de Maiz | Lenteja | Soya | Moringa | Morera | CMC Cebolla | Ajo en Glutama'to Gon.la
Tratamientos o o o habichuela | y o o o o o en polvo | polvo | monosodico | Xantica

0 ° ° % ° 0 0 ° ° 0 % % (%) (%)

T1 20 12 10 10 15 10 15 3 5 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

T2 20 10 13 10 15 10 15 4 3 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

T3 18 12 12 12 12 12 15 2 5 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

T4 18 12 12 10 12 12 15 5 4 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

T5 15 12 12 11 15 12 15 3 5 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

Té6 15 15 12 10 15 10 15 4 4 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3

Analisis por tratamiento. Para valorar la calidad final del producto
deshidratado, se realizaron los analisis de materia seca, cenizas,
extracto etéreo y proteina, descritos en la tabla 1; adicionalmente,
se cuantificé la cantidad de calorfas, carbohidratos y carotenos
totales (Tabla 3) y se efectud una prueba sensorial.

Evaluacion sensorial. Se realiz6 una prueba sensorial, con base
en preferencia hedénica por ordenamiento, segin la Guia Técnica
Colombiana GTC 165:2014 ICONTEC, 2014) y la Norma Técnica
Colombiana NTC 3930:2015 (ICONTEC, 2015), que consiste
en que los evaluadores ordenen las muestras, de acuerdo con un
criterio especifico, en este caso, sabor. Se emplearon evaluadores

no entrenados, con edades comprendidas entre los 20 y 65 afios y
de ambos géneros; las muestras fueron codificadas, empleando tres
numeros por referencia, para un total de seis muestras por catador.
Estas pruebas, se realizaron en las instalaciones de la Universidad
Nacional Abierta y a distancia, cuyo salén estuvo provisto de
cubiculos a 1,5 metros de distancia, iluminado con luz led.

Analisis estadistico. Se realizé un analisis de varianza, con un
nivel de confianza del 95 % para cada variable, con un disefio
completamente al azar, con tres repeticiones, bajo el modelo
matematico Yi = p+T+Ei, donde: Yij = variable de respuesta; p =
Promedio general; Ti = Efecto del tratamiento sobre la variable de
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respuesta y Eij = Error experimental. Se compararon las medias de
tratamientos con la prueba Duncan al 5 %.

Para el andlisis sensorial por ordenamiento, se emple6 la
prueba de Friedman, segin la ecuacién:

Tabla 3. Analisis realizados a los tratamientos.

En donde: j = numero de evaluadores; p = productos; Ri, Re, ...,

Ry = rangos de las muestras p sobre los j evaluadores. Se empled
el software minitab 18 para el analisis estadistico.

Anilisis Componente determinado Método empleado
, Proteina 4 kcal/g + carbohidratos 4 kcal/g | Determinacién indirecta factor
Calorfas
+ grasa 9 kcal/g + fibra 2 kcal/g Atwater
Carbohidratos --- Cilculos por diferencia

Fibra cruda o bruta

Fibra - Van soest

Digestién Acida-Alcalina
calcinacién, AOAC 962.09.
21st.Edition 2019.

Carotenos totales

Carotenoides

Extraccién éter de petrdleo-
acetona  desarrollado  por

HarvestPlus

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de las materias primas empleadas en el
alimento deshidratado. Los resultados del analisis bromatolégico
(Tabla 4) realizados a los nueve materiales, muestran la composicion
nutricional, en donde el contenido de materia seca (MS) fue similar
en los nueve materiales en estudio. Los resultados estan concordes
con los publicados por diferentes investigadores; Ubaque ef al.

(2015) reportaron 87,11 y 87,76 % de materia seca para auyama
y maiz, respectivamente; Rodriguez ef 4l (2020), en soya, un
contenido de MS de 89 %; Mamiro ez 4/ (2011) y Oppong &
Germain (2018) reportaron en caupi, una MS de 89,1 %, similar
al material en estudio; sin embargo, Valdivié-Navarro ef al. (2020)
consiguieron 82,03 % de MS en moringa; Imran ez a/ (2010),
una MS de 81,72 %, en morera y Prolla ¢# a/. (2010), en grano de
habichuela, 86,67 % de MS, inferiores a los reportados en la tabla 4.

Tabla 4. Contenidos de materia seca (MS), cenizas, grasa, proteina cruda (PC), fibra detergente dcida (FDA), fibra detergente neutra

(FDN) en nueve (9) harinas.

Componente MS | Cenizas | Grasa PC FDA | FDN
(%) (%) (%) (%) | (%) | (%)

Auyama 87,97 12,70 3,40 7,40 8,10 | 14,90
Caupf 88,63 4,00 1,80 22,30 | 22,60 | 31,20
Garbanzo 88,78 3,20 6,80 | 20,30 | 5,75 | 23,80
Grano de habichuela | 87,97 5,10 1,50 | 24,70 | 8,80 | 37,30
Maiz 87,71 0,50 1,50 7,30 | 5,00 | 13,00
Lenteja 88,00 2,80 1,30 25,30 | 7,00 | 31,00
Soya 89,43 5,30 18,40 | 34,90 | 22,60 | 17,80
Moringa 89,01 13,4 4,10 30,10 | 16,80 | 11,90
Morera 89,99 16,6 4,20 | 21,40 | 25,80 | 19,60
Promedio 88,61 7,07 4,78 21,52 | 13,61 | 22,28
DMS (5%) 0,82 6,02 5,77 9,83 8,87 0,82
CV (%) 0,87 | 79,95 | 113,38 | 42,86 | 61,13 | 40,74

El contenido de minerales totales, representados en cenizas,
constituye una fuente esencial para minimizar el déficit nutricional.
De las materias primas estudiadas, la auyama, la moringa y la
morera, constituyen la fuente mas alta de minerales (Tabla 4). Dari
& Yaro (2017) reportan 9,9 % de cenizas para auyama; Valdivié-
Navarro ez al. (2020), para moringa, 10,31 % e Imran e a/. (2010),
para morera, 3,9 g 100 gfl, inferior a lo reportado en la presente

investigacién. Esto es razonable, si se tiene en cuenta que el fruto
de auyama utilizado en la presente investigaciéon proviene de un
cultivar mejorado geneticamente (Unapal Abanico 75). En cuanto a
los datos reportados para morera y moringa pueden variar, debido
a la fase fenolégica en la que se tomo la muestra, la fertilizacion y
el ambiente.
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La soya, se destaco por tener el contenido de grasa mas alto, con
18,40 %, seguido de garbanzo, 6,80 % (Tabla 4), siendo superior a
lo reportado por Rodriguez ef al. (2020), quienes determinaron
para soya un contenido de grasa de 2,1 2 % y Nosworthy et al.
(2020), quienes reportaron para garbanzo un contenido de grasa
de 2,22 %. Otros autores reportan para los materiales en estudio
los siguientes datos: Dari & Yaro (2017), un contenido de grasa
en auyama de 0,13 g; Oppong & Germain (2018) y Mamiro ¢ al.
(2011), 1 % de grasa en caupi; Maxin ef a/ (2013), en maiz, 3,1 %
de grasa; Joshi e al (2017) reportan un contenido de grasa entre
0,7-4,3 %, en lenteja; Valdivié-Navarro ez al. (2020), un contenido
de grasa en moringa, 3,10 % y Prolla es a/. (2010), para grano de
habichuela, un contenido de grasa, 1,90 %. Lo anterior indica que
los datos de una materia prima para una determinada variable
pueden cambiar, dependiendo de la variedad, cultivar o muestra
empleada en los diferentes experimentos.

El caupi, el garbanzo, la habichuela, la lenteja y la soya, al igual que
otros granos leguminosos, suministran un alto nivel de proteina,
por lo que son considerados extremadamente valiosos para las
personas que no pueden obtener la proteina de fuentes de origen
animal (Oppong & Germain, 2018). En la presente investigacion,
todos los materiales superaron el 20 % de proteina; salvo auyama y
maiz, el contenido de proteina cruda en auyama fue similar al
reportado por Ubaque ¢f al. (2015), con 8,26 %, pero infetior a
maiz, con 12,20 % de proteina. Upadhyay ez a/. (2017) afirman que
las leguminosas en sopas instantaneas aumentan sensorialmente la
carga nutricional, en especial, la proteina. Esto indica que,
aunque la auyama tiene baja contenido en proteina, no es una
limitante, ya que los demas materiales leguminosas compensan
esta esta variable (Tabla 4).

La fraccién fibrosa esta representada en fibra detergente neutra
(FDN) que, en general, controla llenado fisico del estémago

Tabla 5. Componentes nutricionales de los tratamientos.

glandular y fibra detergente acida (FDA); estas fibras marcan la
digestibilidad burda de un material, por tanto, a menor contenido
de fibras (FDN y FDA), mayor calidad de los materiales, mayor
digestibilidad y mas consumo. En los datos reportados, se observa
que los contenidos son muy bajos para ambas fibras (Tabla 4),
lo que indica que todos los materiales son apropiados para su
consumo y de facil digestibilidad, presentindose promedios de
13,61 %, de FDA y 22,28 %, de FDN.

En la tabla 5, se observa el contenido nutricional de los
tratamientos, en donde no se encontraron diferencias significativas
(p <0,05) para las variables MS, cenizas, grasa, proteina, fibra y
calorfas; sin embargo, si se encontraron diferencias significativas
entre carbohidratos y carotenos totales (p <0,05). Aunque cada
tratamiento estd formado por diferentes porcentajes de materia
prima, el balance bromatolégico se conservo, siendo evidente el
alto contenido de carotenos totales, ain en forma de harina, es
decir, conserva un alto contenido de carotenos totales habiendo
sido sometida la pulpa a temperatura para su secado. Segin Jiang
et al. (2014), los tres principales nutrientes (proteinas, grasas y
carbohidratos), contenidos en un alimento, al ser metabolizados,
liberan energfa; bajo esta consideracion, se ha realizado la
restriccion de ingesta de energfa por persona a 2.000 kcal dl'afl,
(Camacho & Ruppel, 2017). Con base en lo anterior, las calorfas de
los 6 tratamientos en promedio fueron de 345 keal 100g”, lo que
indica que pueden ser incorporados en un alimento deshidratado,
preferiblemente, en forma de sopa, por su facil preparacion.

Analisis sensorial. Aunque los datos nutricionales no muestran
diferencias entre algunos de los componentes de los tratamientos,
al realizar el analisis sensorial, empleando la prueba de Friedman
con 60 evaluadores no entrenados, si se encontraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos (Fc 58,01: Ft 3,79), por lo que

MS | Cenizas | Grasa |Proteina Fibra Carbohidratos Calorfas | Carotenos
Componente cruda Kcal totales
g loog-l 100g“ %

Tratamiento 1 | 89,5a* | 4,6a 3,9a 20,6a 2,2a 58,2b 350a 125,44
Tratamiento 2 | 89,7a 4,5a 3,8a 19,6b 2,4a 59,4a 350a 100,64
Tratamiento 3 | 89,4a 4,9a 3,3a 20,4a 2,8a 58.0b 3433 93,47
Tratamiento 4 | 89,5a 4,8a 3,3a 21,5a 2,6a 57,3¢ 345a 105,52
Tratamiento 5 | 89,7a 4,6a 2,8b 21,4a 2,8a 58,1b 343a 111,48
Tratamiento 6 | 89,5a 5,2b 3,6a 20,6a 2,7a 57,4c 344a 127,51
Promedio 89,55 4,77 3,45 20,68 2,58 58,07 345,83 110,68
DMS (5%) 0,17 0,36 0,57 0,98 0,33 1,06 4,67 19,21
CV (%) 0,13 5,41 11,7 3,38 9,29 1,29 0,95 12,28

*Valores en la misma columna con letras iguales no difieren (P <0,05).
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se realizé una prueba de diferencias minimas significativas (DMS).
Con la prueba de DMS, se pudo detectar que el mejor tratamiento
es el sexto seguido del primero; estos dos tratamientos presentan
los contenidos mas altos de carotenos totales, lo que indica que sf
es posible obtener un producto con base en harina de auyama, del
cultivar Unapal Abanico-75 y enriquecido con fuentes proteicas no
convencionales.
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Universidad Nacional de Colombia-Palmira.
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RESUMEN

La apicultura, a nivel mundial, es de gran importancia, por el
desempefio que realizan las abejas, como agentes polinizadores del
75 % de los cultivos, que garantizan la seguridad alimentaria de
millones de personas. En Colombia, el sector apicola contribuye al
fortalecimientodelaeconomfacampesinay promuevelaconservacién
de diferentes ecosistemas estratégicos. Respecto al municipio de
Fortul, Arauca, cuenta con una importante zona de reserva forestal
y una amplia variabilidad de ecosistemas, aptos para el desarrollo
de la apicultura, actividad que, actualmente, se desarrolla por la
asociacion “Panaldemiel”, la cual, requiere un acompafiamiento y
fortalecimiento de las capacidades organizacionales y gerenciales. Es
ast, que el objeto de la presente investigacién es “fortalecer la gestién
administrativa de la Asociacién de Apicultores “Panaldemiel”, del
municipio de Fortul, Arauca’, estudio soportado en el método de
investigacién Accidn-participacién, bajo la estrategia de estudio
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de caso, que permite analizar la problemdtica en un contexto
real, facilitando la obtencién de informacién necesaria, para la
formulacién de herramientas estratégicas, encaminadas a dinamizar
el proceso productivo y competitivo de la asociacién, en el 4mbito
local y regional. Se concluye, que la asociacién cuenta con un alto
porcentaje de aspectos positivos internos y externos que la respalda,
de manera significativa; sin embargo, se requiere de un compromiso
gubernamental para mitigar la coyuntura de orden publico que se
vive en esta regién.

Palabras claves: Asociatividad empresarial; Apicultura; Diagnostico
estratégico; Fortalecimiento empresarial; Apis mellifera.

ABSTRACT

Beekeeping worldwide is of great importance for the performance
of bees as pollinating agents of 75 % of the crops that guarantee the
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food security of millions of people. In Colombia, the beekeeping
sector contributes to the strengthening of the peasant economy and
promotes the conservation of different strategic ecosystems. With
respect to the municipality of Fortul-Arauca has an important
forest reserve area and wide variability of ecosystems suitable for the
development of beekeeping, an activity that is currently developed
by the association “Panaldemiel”, which requires an accompaniment
and strengthening of organizational and managerial capacities, so
the purpose of this research is “to strengthen the administrative
management of the Association of Beekeepers “Panaldemiel” of
the municipality of Fortul-Arauca” study supported by the Action-
participation research method, under the case study strategy, which
allows analyzing the problem in a real context, facilitating the
obtaining of information necessary for the formulation of strategic
tools aimed at boosting the productive and competitive process
of the association at the local and regional level. It is concluded
that the association has a high percentage of internal and external
positive aspects that support it significantly, however, a government
compromise is required to mitigate the situation of public order
that is lived in this region.

Keywords: Business partnerships; Beekeeping; Strategic diagnosis;
Administrative process; Apis mellifera.

INTRODUCCION

La asociacién de productores constituye una de las estrategias
fundamentales para la organizacién de personas, con el objetivo
de sumar esfuerzos para maximizar la productividad y llegar a
ser competitivos en los diferentes mercados locales, nacionales e
internacionales (Landini, 2016). Segin la Agencia Presidencial de
Cooperacion Internacional de Colombia (APC-COLOMBIA, 2017)
expresa que la asociatividad se constituye como una estrategia
de desarrollo rural sostenible para los pequefios productores y
campesinos, quienes buscan mejorar sus economias locales y
regionales.

Como se menciond, la asociatividad se concibe como una estrategia
para dar solucién a la problemdtica existente, como la falta de
tecnificacién de la produccién agropecuaria, bajos estdndares de
calidad, exigidos por los mercados y bajos niveles de competitividad,
a nivel general (Landini, 2016). Vélez Bernal ¢z /. (2019) afirman
que la asociatividad resuelve problema, crea oportunidades e
incorpora tecnologias que mejoran la productividad, fortalece
la economia de escala y fomenta el desarrollo de capacidades
empresariales, donde se incluye todos los eslabones de la cadena
productiva, la cual, se enmarca en uno de los retos fundamentales
para el sector agropecuario colombiano y busca una rentabilidad
econdémica y ambiental de los sectores, como el apicola, que se
acogen a este mecanismo (Burgos-Caifias & Fonseca-Pinto, 2020).

En lo referente al sector apicola en Colombia, se encuentra la
Cadena Productiva de las Abejas y la Apicultura-CPAA, que tiene
como objetivo mejorar la competitividad del sector apicola. En
su plan estratégico 2011-2025, una de las lineas estratégicas es el
fortalecimiento organizacional y entre las principales actividades

a desarrollar es la realizaciéon de diagnésticos administrativos,
que permitan formular estrategias encaminadas a fortalecer la
gestion y administracién de las asociaciones, buscando mejorar la
competitividad del sector apicola (Minagricultura, 2011).

Es necesario recalcar que en Colombia, en el primer trimestre
del 2020, el sector apicola genero mas de 3.000 empleos fijos
para el desarrollo de labores de revisién y mantenimiento de,
aproximadamente, 4.070 apiatios y 6.000 empleos ocasionales, para
trabajos de cosecha y envasado, de una produccién cercana a 3.838
toneladas de miel de abejas, distribuidas en diferentes regiones,
como la Andina, con un 49 %, desarrollando una apicultura
altamente tecnificada; la region Caribe, con el 31 % y la Orinoquia,
con el 18 % de producciéon nacional (Minagricultura, 2020). La
regiéon Orinoquia cuenta con una amplia oferta de flora melifera
adecuada para el desarrollo de la apicultura; sin embargo, este
potencial no se aprovecha, por razones asociadas a la baja cultura
de conservacion de la abeja Apis mellifera, al bajo nivel organizativo,
al uso indiscriminado de agroquimicos, a la ganaderfa extensiva y a
la deforestacion que causan la perdfa del habitat y productividad de
las abejas (Montoya ef al. 2016).

La participacién de la producciéon de miel de la Orinoquia esta
soportada en los departamentos del Meta, con un 67 %; Vichada,
con el 18,4 %; Casanare, con el 11 % y Arauca, con el 3 %. En lo
referente al municipio de Fortul, Arauca, objeto de estudio de la
presente investigacion, aporta el 0,35 %, un porcentaje muy bajo
para todas las bondades que tiene este territorio, para el desarrollo
de la actividad apicola; sin embargo, es de resaltar el trabajo de las
comunidades que buscan alternativas de desarrollo para superar las
barrera de la pobreza rural y los problemas de conflicto armado que
persiste en el territorio, lo que conlleva grandes limitaciones técnicas,
tecnoldgicas, administrativas e investigativas (Minagricultura, 2020;
PNUD, 2019; Alcaldia Municipal de Fortul, 2020).

Segun el plan de desarrollo departamental de Arauca “Construyendo
futuro” y el plan de desarrollo municipal “Nuestro compromiso
es FPortul 2020-2023”, los sectores productivos se encuentran
articulados en asociaciones ganaderas, agricolas y de produccion
de especies menores, que se caracterizan por tener una baja
capacidad administrativa (Alcaldia Municipal de Fortul, 2020;
Asamblea Departamental de Arauca, 2020). Con ello, se evidencia
que las organizaciones, con o sin animo de lucro, requieren
desarrollar diagndsticos administrativos, que permitan identificar
la problematica y formular las diferentes estrategias enfocadas al
fortalecimiento administrativo (Sanchez Otero, 2012).

Investigando, bajo un contexto nacional, se puede decir que las
asociaciones enfrentan dificultades relacionadas con la baja
aplicaciéon del proceso administrativo, carencia en el liderazgo
gerencial, deficiencia de indicadores de gestion empresarial, baja
aceptacion de respuesta al cambio, limitada innovacién tecnolégica,
situacion que se evidencia en diferentes estudios nacionales,
conforme lo presentan Ospina Penagos & Alzate Castafio (2018).
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Las asociaciones requieren de un acompafiamiento enfocado a
fortalecer sus capacidades organizacionales, gerenciales, formacién
de capital humano, trabajo en equipo, liderazgo, manejo de las
tecnologfas, herramienta de publicidad y ventas; estos son algunos
de los requerimientos para alcanzar las metas y los objetivos
propuestos y acceder a nuevos mercados y sistemas productivos
(Escobar Cazal & Escobar Reyes, 2017).

Segin estudios realizados por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural y la Cadena Productiva de las Abejas y la
Apicultura (CPAA & Minagricultura, 2018), se determiné que la
actividad apicola en Colombia es objeto de inversién por parte del
Gobierno Nacional, debido a las caracteristicas y los beneficios
que brinda, a nivel econémico, social, ambiental y el constante
incremento de la cultura de consumo de productos naturales,
como los provenientes de la apicultura que, ademas de sus aportes,
contribuye a la polinizacién del 75 % de los cultivos para consumo
humano.

Morelos Gémez & Fontalvo Herrera (2012) determinaron que el
diagnostico administrativo es un estudio sistematico, exhaustivo y
periédico, que tiene como finalidad destacar y analizar los factores
externos e internos, permitiendo generar alternativas de solucién a
problematicas especificas y propias de la organizacion, de tal forma

que la empresa utilice al maximo los recursos humanos, financieros,
economicos, tecnolégicos y ambientales, a fin de dar cumplimiento
a las metas propuestas, para permanecer y crecet en los mercados
(Padilla Puerta ez a/. 2018; Vasquez & Espinosa Pérez, 2015).

La presente investigacién esta soportada en el desarrollo de
diferentes matrices, como la matriz de evaluacion de factores
Internos (MEFI), de evaluacién de factores externos (MEFE),
de debilidades oportunidades fortalezas y amenazas (DOFA)
y matriz estratégica, que se centra en identificar las estrategias
para aprovechar las oportunidades, contrarrestar las amenazas,
acumular y proteger las fortalezas de la organizacién y erradicar
las debilidades; ademads, se formula la matriz interna y externa
(MIME) (Figura 1), la cual, permite conocer la posicién actual
de la organizacién, tomar decisiones y formular el plan de accién
estratégico, como herramienta de gestién, que incluye, de forma
ordenada y concreta, las actividades a desarrollar a corto, mediano
y largo plazo y, por dltimo, se construye el mapa de procesos,
definido como una herramienta que permite visualizar facilmente
cudles son y cémo se relacionan los procesos de una organizacion,
identificando las fortalezas, las debilidades y facilitando el mapeo
de procesos, logrando soluciones a problemas habituales, que
surgen en las organizaciones (Ayara Leandro, 2017; Burckhardt
Leiva ez al. 20106).

Figura 1. Matriz MIME de la Asociacion de Apicultores “Panaldemiel”.

Enlo referente a la revision de estudios previos con casos similares,
se puede mencionar aquellos de fortalecimiento empresarial del
sector apicola en Yucatan, concluyendo, que la capitalizacién de la
apicultura favorecera su modernizacion tecnoldgica y empresarial,
lo que se traducirfa en una mayor competitividad (Contreras &
Magafia Magana, 2018); asimismo, se menciona el estudio caso

empresarial Agricola Naranjas San José SAS., que permitié detectar
gestiones realizadas por la compafifa para sortear dificultades y
generar una diferenciacién de las demas productoras de citricos
(Arias & Vélez, 2018); otro caso fundamental es el Analisis de la
Politica Nacional de Competitividad y Productividad (2008-2014)
en Colombia, de Rincén Yara (2019), que busca analizar e identificar
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posibles oportunidades para el sector apicola colombiano. Estos
son casos que vislumbran el auge que ha tenido el sector apicola,
como estrategia de conservacion, desarrollo y asociatividad, en los
ultimos afios. De igual manera, se referencia el estudio desarrollado
por Ospina Penagos & Alzate Castano (2018), enfocado a la
asociatividad como estrategia para gestionar los procesos de
desarrollo empresarial y solucién a problematicas sociales;
entre los principales hallazgos, mencionados por los autores, se
evidencia las diferentes estrategias de asociatividad, aplicadas para
la construccién y el mantenimiento de los lazos de confianza entre
los asociados y la comunidad.

De acuerdo con lo expuesto, la presente investigacion tiene como
objeto fortalecer la gestion administrativa de la Asociacion de
Apicultores “Panaldemiel”, del municipio de Fortul, Arauca”,
asociacion pionera, constituida por 22 asociados, que buscan
aprovechar el potencial apicola existente en el territorio y, a su vez,

invitar a la comunidad, en general, a ser participes en proyectos
productivos que contribuyen al cuidado y la conservacién del
medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en el municipio de Fortul - Arauca,
Colombia, zona que se caracteriza por su amplia diversidad
bioldgica y ecosistemas estratégicos, favorables para el desarrollo
de las actividades agropecuarias y que, pese a la dificil situacion
social y de orden publico, los campesinos buscan aprovechar, en su
totalidad, cada uno de los recursos ofertados. La poblacién objeto
de estudio es la Asociacién de Apicultores “Panaldemiel”, del
municipio de Fortul, conformada por 22 asociados, oriundos de las
diferentes veredas del municipio (Figura 2), quienes se dedican a la
produccion agropecuaria, entre ella, la actividad apicola.

Figura 2. Ubicacién geografica del municipio de Fortul (CIDEA, 2011).

Esta investigacion siguié un enfoque mixto, soportado en un
conjunto de procesos sistematicos, empiricos y criticos; en lo
referente a la modalidad cuantitativa, se aplic6 una encuesta a
los socios; en cuanto a la investigacion cualitativa, se desarrolld
bajo la estrategia encaminada a la toma de decisiones, como es el
estudio de caso, que se caracteriza por abordar, de forma intensiva,
al grupo objeto de investigacion (Asociacion Panaldemiel) (Stake,
1994; Arias & Vélez, 2018; Wang, 20106).

El estudio de caso permite analizar la problematica en un contexto
de la vida real (Jimenez Chaves & Comet Weiler, 2016), ademas vy,
de acuerdo con Villareal Larrinaga & ILandeta Rodriguez (2010),
facilita la combinacion de técnicas para obtener de forma descriptiva
informacién, como trevision documental, cuestionarios, notas de
campo, grabaciones de video y la observacion participativa que,

para el presente estudio, se realiz6 por investigadores oriundos del
municipio de Fortul, Arauca y, de esta manera, facilitar el desarrollo
de la investigacién de accién participacion, proporcionando una
mayor aproximacién del contexto y del tiempo

La IAP es una forma de hacer ciencia desde lo social, donde la
participacién de la poblacién, en el desarrollo de la investigacion,
aporta al logro de varios objetivos, como es la generacién de
conocimiento colectivo y critico; fortalece los procesos de
enseflanza y aprendizaje grupal; empodera a la organizacion social
y transforma la realidad (Sirvent & Rigal, 2012). La investigacién
acciéon participacion IAP, se ha constituido como opcién
metodoldgica de acercamiento e interacciéon con los miembros
de la asociacién (Colmenares, 2012), enfocada al cambio social,
que incluye la participacion y el empoderamiento de diferentes
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personas, en cuanto al conocimiento y la experiencia de la situacién
real de la organizacion, busca mejorar la calidad de vida y el entorno
de la comunidad investigada (Zapata & Rondan, 2016).

Con lo expuesto anteriormente, la estructura del estudio se
fundament6 en el modelo analitico de formulacién estratégica,
que se desarrolla en tres etapas. La primera, de recolecciéon de
datos, se llevo a cabo por la aplicacién de una encuesta disefiada
en Google Form, dirigida a los miembros de la organizacién; cabe
mencionar que a causa de la pandemia del COVID-19, se utilizaron
varias estrategias de comunicacién, como llamadas telefénicas,
WhatsApp y Google Meet; ademas, cuando las medidas de
confinamiento y de restriccion en la movilidad lo permitieron, un
grupo de investigadores se desplazé hasta el municipio de Fortul,
donde se desarrollaron talleres participativos y, de esta manera, se
obtuvo la informacién necesaria y suficiente, para la discusion y la
formulacién de las matrices MEFI, MEFE y DOFA.

En la segunda etapa de comparacién, se realizé el cruce de
informacién de las matrices, previamente definidas, obteniendo la
Matriz MIME, conformada por nueve cuadrantes, que determinan,
de manera grafica, la posicién que se encuentra la organizacioén y
permita a los socios tomar decisiones generales, segin quede la
ubicacién estratégica de la asociacion en los cuadrantes: I, IT y IV,
representa el crecimiento y desarrollo; los cuadrantes III, V y VII,
significa conservar y mantener o cosechar; los cuadrantes VI y
VIII, reducir y el IX, eliminar. Por dltimo, se formulé la matriz
estratégica como accién encaminada a mejorar la situacién de la
asociacion, definiendo estrategias FA, DA, DO y FO (Londofio
Montoya & Goémez Bayona, 2019). La tercera etapa de decisién
se desarroll6 con la realizaciéon de talleres participativos con los
socios, donde se socializo la matriz estratégica y se debatieron los
factores claves a tener en cuenta en el plan de accién y, de esta
manera, asegurar su viabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se presentan acorde con las tres etapas
enunciadas

Recoleccion de datos: con el desarrollo de dos talleres participativos
con los 22 asociados y la aplicaciéon del cuestionario, se logro
obtener informacién relevante, para la construccion de la matriz
DOFA, permitiendo la formulacién de la matriz MEFI, donde
se evaluaron las fortalezas y las debilidades mas relevantes de la
Asociacién de Apicultores “Panaldemiel”, dando como resultado
2,62 % (Tabla 1); los factores internos ponderados son superiores a
2,5 %, indicando que la posicion interna de la asociacion es fuerte,
que puede contrarrestar los efectos de las debilidades y, a su vez,
generar alternativas de desarrollo, aprovechando eficientemente
cada uno de los recursos.

En lo referente a la matriz MEFE, el resultado de la ponderacién
de los factores fue de 2,98 % (Tabla 1), logrando una ubicacién
por encima de la media (2,50), lo que significa, que se puede aplicar

diferentes estrategias encaminadas a aprovechar las oportunidades
externas y contrarrestar las amenazas; dicho de otra manera, las
oportunidades de la asociacién (2,13) identificadas en el estudio,
son mayores que las amenazas (0,85), dejando en claro, que la
apicultura en el municipio de Fortul es una excelente opcién de
aprovechamiento de los diferentes recursos, siempre y cuando se
pueda contrarrestar la mayor amenaza identificada, la presencia de
grupos armados en el territorio.

Etapa de comparacién: se puede decir que la Matriz MIME permitio
analizar los factores internos (2,62 % eje Y) y factores externos
(2,98 % eje X); la asociacion Panaldemiel quedé ubicada entre los
cuadrantes II, que corresponde a crecimiento y desarrollo, lo que
significa que la asociacién se ubicé en una posicion medianamente
estratégica, donde los asociados deben aplicar estrategias
encaminadas a fortalecer el producto, el mercado y la imagen
corporativa; ademas, en lo referente a la posicién del cuadrante
V, que corresponde a mantener y cosechar, la organizaciéon debe
enfocar estrategias encaminadas a la mejora de la calidad de los
productos y a la excelencia del servicio, para ser mas competitiva

en el mercado.

Con base en la informacién recolectada, sistematizada y analizada
en las etapas anteriores, se formulé la matriz estrategia (Tabla
2), la cual, busca generar estrategias que coadyuven en mejorar
las condiciones de la asociacién “Panaldemiel”, del municipio de
Fortul, buscando lograr ubicarse en una posicién mas estratégica y
competitiva frente a los mercados locales, regionales y nacionales,
aprovechando cada una de las variables de las fortalezas y
oportunidades.

Etapa de decisién: teniendo en cuenta la informacién de la matriz
estratégica, se formul6é el plan de accién, que busca generar
alternativas de desarrollo que fomenten la actividad apicola, el
cuidado del medio ambiente, el aprovechamiento de la flora
melifera de la region y el desarrollo organizacional y administrativo,
como herramienta fundamental para la consecuciéon de metas y
objetivos de la Asociacion de Apicultores

El plan de accién propuesto se realizé con la participacion de los
socios quienes, a través de un proceso analitico, definieron las
actividades a desarrollar, a nivel estratégico, tactico y operativo, a
corto y mediano plazo, el cual, se presenta graficamente en el mapa
de procesos estratégicos (Figura 3). Algunas de las actividades
estratégicas de corto plazo estan encaminadas a formular la
concepcién de la asociacién, como es la identificacion de la mision,
los valores directivos, los objetivos, las metas, las estrategias
visibles, las politicas y los planes de la organizacién; asimismo,
se formularon actividades, a nivel tactico, de mediano plazo, que
buscan crear un impacto favorable para lo organizacién, como son
la programacién de capacitaciones, identificar lineas de crédito,
participar en convocatorias, proyectar apertura de mercados,
establecer convenios (mejorar canales de comercializacién). En lo
referente a algunas actividades del nivel operativo, a corto plazo:
desarrollar capacitaciones en manejo técnico, uso de las Tic, planes
de contingencia, estandarizar la produccién, por citar algunas.
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Tabla 1. Matriz MEFI y MEFE de la Asociacion “Panaldemiel”.

Factores determinantes de éxito | Peso | Calificacién | Ponderado
N° Fortalezas
F1 Capacitacién técnica. 0,08 4 0,32
F2 Alto interés capacitacion 0,04 3 0,12
F3 Conocimiento de las funciones directivas. 0,07 4 0,28
F4 Participacién en el Plan de Desarrollo Municipal 0,06 4 0,24
F5 Disponibilidad de espacio fisico 0,04 3 0,12
F6 Espacio fisico con cualidades corporativas. 0,04 3 0,12
F7 Buena organizacion estructural. 0,09 4 0,36
F8 Pdgina web como estrategia de publicidad y venta. 0,04 3 0,12
F9 Comercializacién de productos Apicolas. 0,03 3 0,09
F10 | Respaldo econémico para acceder a crédito 0,08 4 0,32
Subtotal de Fortalezas 2,09
N° Debilidades
D1 Bajo nivel escolaridad de los asociados. 0,06 1 0,06
D2 Baja conocimiento en procesos administrativos. 0,05 1 0,05
D3 Poca participacion de los asociados 0,02 2 0,04
D4 Baja comunicacién con actores externos. 0,05 1 0,05
D5 Deficientes habilidades gerenciales. 0,05 1 0,05
D6 Falta de cultura de asociatividad 0,03 2 0,06
D7 Centralizacién en la toma de decisiones 0,06 1 0,06
D8 Baja tecnificacion de la actividad apicola. 0,01 2 0,02
D9 Deficiente canal de comercializacién. 0,04 2 0,08
D10 | Altos costos de insumos 0,06 1 0,06
Subtotal de Debilidades 0,53
Total de Factores Internos | 1 | 2,62
N° Oportunidades
01 Politicas de gobierno favorables en asociatividad 0,05 3 0,15
02 | Crecimiento y demanda de productos apicolas. 0,08 4 0,32
03 Politicas ptiblicas orientadas a zonas de conflicto 0,03 3 0,09
04 Disponibilidad de flora melifera (apicultura) 0,02 3 0,06
05 Mercado apicola por explorar 0,08 4 0,32
06 Conservacién del medio ambiente. 0,05 3 0,15
o7 Introduccién de nuevas tecnologias 0,06 4 0,24
08 La apicultura como factor productivo agricola 0,05 4 0,2
09 Estrategia de sustitucion de cultivos de uso ilicitos 0,07 4 0,28
O10 | Iniciativas para el mejoramiento empresarial 0,08 4 0,32
Subtotal de Oportunidades 2,13
Ne° Amenaza
Al Variaci6n de los precios en productos Apicolas 0,05 2 0,10
A2 Competidores tecnificados. 0,03 1 0,03
A3 Altos estdndares Agroindustriales (apicola) 0,04 2 0,08
A4 Presencia de grupos armados en el territorio 0,08 2 0,16
A5 Normatividad poco clara y dispersa. 0,01 1 0,01
A6 Mal estado de vias de acceso 0,06 2 0,12
A7 Variaciones en el cambio climatico. 0,06 2 0,12
A8 Plagas y enfermedades que afectan a las Abejas 0,03 1 0,03
A9 Desercion de los jovenes rurales 0,06 2 0,12
A10 | Uso indiscriminado de agroquimicos 0,04 2 0,08
Subtotal de Amenazas 0,85
Total, de Factores Externos | 1,00 | 2,98
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Tabla 2. Matriz estratégica de la Asociacion “Panaldemiel”.

Estrategia FA

1.F 2,4,6,7; A1, 2, 3: Formular proyectos productivos, a través
de las entidades locales que incentiven la produccién tecnificada
de la apicultura y a la obtencién de productos apicolas, con
estdndares de calidad, exigidos por los mercados nacionales e
internacionales.

2. F 6, 7,9, 10; A 3, 5, 6: Acceder a lineas de créditos
agropecuarios, orientados a fortalecer a las asociaciones en la
obtencién de maquinaria y de equipos necesarios para la
extraccién, almacenamiento y transformacién de materia prima
(productos apicolas).

3. F 6, 8 A 1, 5: Incrementar la actividad apicola y establecer
convenios directos de comercializacién con diferentes empresas
distribuidoras y procesadoras de los productos apicolas.

4. F 4; A 6: Gestionar el mejoramiento de la infraestructura vial
como factor de desarrollo para la regién y facilidad de transportar
los productos agropecuarios.

Estrategia DA

1. D 2, 3, 5 A 1, 3, 4: Acompanar el fortalecimiento
empresarial y administrativo de la asociacién de Apicultores
“Panaldemiel”, promoviendo la participacién en proyectos
productivos e investigativos, generados por instituciones y
entidades, como la Agencia de Desarrollo Rural, el Ministerio
de Agriculturas, Instituciones Académicas y demds entidades
encargadas en promover alternativas de desarrollo rural y que
enfatizan en zonas de conflicto armado.

2. D 9,10; A 7, 8: Establecer politicas de crédito con los
proveedores de insumos que le permita a los miembros de la
asociacién de apicultores “Panaldemiel” tener facilidades de
pago y, a su vez, incrementar las unidades de produccién
apicolas, lo cual, generara mejores estdndares de calidad e
incremento en los voldmenes de productos apicolas.

Estrategia DO

1. D 1, 2, 5, O 1, 03: Promover programas de capacitacién
enfocados en fortalecer las habilidades administrativas de la
asociacion, lo cual, generard las herramientas necesarias para darle
un manejo eficiente y eficaz a los recursos econémicos,
financieros, ambientales y sociales de la organizacién.

2. D 3, 7; O 1, 4: Fortalecer el uso de tecnologias como factor
eficiente de comunicacién en tiempo real, al igual que el
intercambio de conocimiento entre actores, generando mayor
dindmica en el desarrollo de actividades, planes, programas de la
organizacién y mayor participacién en el proceso de tomas de
decisiones.

Estrategia FO

1. F 2, 6, 9; O 4, 6: Intercambio de conocimientos empiricos
y técnicos, como estrategia que promueva e intensifique el
desarrollo de la actividad apicola en la regién y que permita el
aprovechamiento de la amplia oferta de flora melifera y a la
proteccién de los bosques, que se encuentra en el territorio.

2. F 7, 9; O 2, 5: Disenar canales de comercializacién que
permitan el acceso a nuevos mercados nacionales e
internacionales donde exista una tendencia de consuno de
productos saludables y naturales.

Los resultados que se obtienen con la presente investigaciéon no
son ajenos a estudios previos referenciados, donde aplicaron
metodologfas similares, buscando diagnosticar y fortalecer las
organizaciones, identificando los factores internos y externos, que
permitieron la formulacién de estrategias encaminadas a dinamizar
el proceso productivo, buscando ser mas competitivas en el
mercado apicola.

El analisis y la formulacién estratégica desarrollada en el presente
estudio permitié a los socios tomar decisiones a corto y mediano
plazo, identificando elementos de juicio, para replantear la gestién
realizada a la fecha, buscando la sostenibilidad y la competitividad,
de esta forma, los socios identificaron caminos alternativos para
mejorar ingresos y crecimiento en el mercado.

Concluyendo, se puede decir, que el analisis endégeno realizado a
la Asociacion Panaldemiel permitié reconocer las fortalezas y las
debilidades de la organizacién, identificando factores competitivos
relevantes que los socios ignoraban y que son de gran importancia
para su crecimiento y organizacién. En cuanto al analisis exgeno,
uno de los factores mas preocupantes es la injerencia que tienen los
grupos al margen de la ley en el municipio de Fortul, lo que dificulta
el desarrollo de algunas actividades encaminadas a potencializar el
sector apicola en la economia, tanto regional como nacional.

Conflictos de intereses: el manuscrito fue preparado y revisado con
la participacién de todos los autores, quienes declaramos que no
existe ningun conflicto de intereses que ponga en riesgo la validez
de los resultados presentados.
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RESUMEN

Belén de los Andaquies, Caqueti, ubicado en el
piedemonte amazonico, es reconocido como municipio verde
de Colombia, por su riqueza hidrica y paisajistica. Es una zona
con experiencia y potencial en la instauraciéon de pagos por
servicios ambientales PSA, como instrumento econémico para
incentivar la conservaciéon de bosques, en la zona de influencia
directa a la quebrada la Mono, una de las fuentes hidricas de
relevancia en el suministro de agua, para el consumo humano en
la poblacién. Se empleé el método de valoraciéon contingente,
para hallar la disponibilidad a pagar DAP de los habitantes del
area urbana, por la conservacién de los bosques, para la
proteccion del servicio ecosistémico de regulacién hidrica. ILa
DAP fue positiva y esto evidencia que la comunidad puede
experimentar aumentos en el bienestar econémico, a raiz de una
medida de proteccion ambiental. Existe viabilidad econémica y
relevancia social al implementar estos instrumentos de politica
ambiental, para proteger servicios ecosistémicos importantes, en la

mitigacion y en la adaptacion al cambio climatico.
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ABSTRACT

Belén de los Andaquies, Caquetd, located in the Amazon piedmont,
is recognized as a green municipality of Colombia, for its wealth of
water and landscapes. It is an area with experience and potential in
the establishment of payments for environmental services PES, as
an economic instrument to encourage the conservation of forests
in the area of direct influence of the Mono stream, one of the
most important sources of water for human consumption in the
population. The contingent valuation method was used to find the
willingness to pay WTIPs of the inhabitants of the urban area for
the conservation of forests for the protection of the ecosystem
service of water regulation. The WTP was positive value, and this is
evidence that the community can experience increases in economic
welfare as a result of an environmental protection measure. There
is economic viability and social relevance in implementing these
environmental policy instruments to protect ecosystem services
important for climate change mitigation and adaptation.

Keywords: Contingent valuation; Environmental policy; Ecosystem
Services; Environmental value; Willingness to pay.
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INTRODUCCION

Belén de los Andaquies es un municipio del departamento del
Caqueta que, por su ubicacién, tamafio, estructura y composicién
de la vegetacion, posee ecosistemas con areas de alta diversidad
floristica y fauna silvestre, que cumplen funciones reguladoras del
componente hidrico (Alcaldia de Belén de los Andaquies, 2016).
El potencial ambiental de la zona hace que sea pertinente conocet,
desde la perspectiva de la sociedad, cuiles son los beneficios
que experimentatfa la poblacién, si se instaurara un instrumento
de politica publica, como, por ejemplo, un Pago por Servicios
Ambientales PSA, Decreto Ley 1007 de 2018 (MinAmbiente,
2018). La aplicacién de este instrumento de politica ambiental
permitirfa garantizar la proteccion de la cuenca hidrica de la
quebrada la Mono, la cual, genera abastecimiento de agua para el
consumo humano de la cabecera municipal y parte de la rural; de
esta forma, se incorporan los beneficios econémicos derivados de
los servicios ecosistémicos que la naturaleza provee. El piedemonte
amazonico es uno de los paisajes con la mayor tasa de deforestacién
en Colombia y en Suramérica, situaciéon que puede comprometer el
balance hidrico, con impactos a escala local y regional.

Los servicios ecosistémicos son externalidades positivas generadas
por la existencia de los recursos naturales y ambientales que, a
partir de sus dindmicas y procesos, garantizan la disponibilidad
de materiales, de energfa y de ciclos biogeoquimicos, necesarios
para el desarrollo de las distintas formas de vida (Constanza er
al. 1997; UNEP, 2005); estos servicios generan valor agregado a
otros sistemas del orden econémico y social. Se pueden agrupar
en cuatro categorfas: servicios ecosistémicos de regulacion, de
aprovisionamiento, de apoyo y servicios culturales (Van Riper
et al. 2017). Los servicios ecosistémicos de apoyo son aquellos
ciclos biogeoquimicos o naturales, como la regulacion del
clima, la creacién de nutrientes, la fotosintesis, mantenimiento y
composicion de la atmoésfera, la biodiversidad, la formacién de
suelo y agua y todos aquellos procesos, que permiten la resiliencia
del equilibrio ecosistémico, en un tiempo natural (Daily, 1997,
Zufiiga Gonzalez ef al. 2015).

Los servicios ecosistémicos de aprovisionamiento provienen
de la capacidad de los ecosistemas para proporcionar recursos
utilizados, como insumos, materias primas, bienes de consumo
directo, recursos genéticos, bioquimicos y farmacéuticos. En la
categoria de los servicios de regulacion, se encuentran aquellos
que brindan soporte a la vida y a los procesos productivos, tales
como la regulacién hidrica y del clima; produccién de alimentos,
el ciclo de los elementos, regulacién de la erosién, purificacion
y tratamiento de aguas de desecho; regulacion de enfermedades,
plagas y desastres naturales (MEA, 2005). Finalmente, los servicios
culturales son aquellos que se asocian con los valores religiosos,
estéticos, investigativos e historicos, relativos a especies, paisajes,
belleza escénica, uso potencial recreativo y ecoturistico (Chan ez
al. 2012).

Entre las externalidades negativas en el mercado de tierras en
América Latina, en Colombia y en el piedemonte amazonico, se

encuentra la destruccién y la degradacion de los recursos naturales
y, por ende, un impacto en la dindmica de los ecosistemas
(Alvarez er al. 2012). El mercado de tierras rurales no toma en
cuenta el potencial que pueden ofrecer los servicios
ecosistémicos, debido a la complejidad de su valoracién y al
desconocimiento de la importancia de estos (Martin-Ortega ef a/.

2019; Frey ez al. 2021).

La naturaleza publica de los servicios ambientales hace dificil la
cuantificacién de valoracion econémica entre beneficios y dafios
(Ruiz-Agudelo & Bello, 2014); no obstante, es posible estimar
los beneficios econdémicos de los servicios ecosistémicos,
mediante las metodologias de valoracién ambiental (VEA)
(Toledo et al. 2018), que se fundamentan en la microeconomia y
en la econometria, para construir las curvas de oferta y demanda,
para luego calcular las medidas de bienestar econémico, como
la disponibilidad a pagar, el excedente del consumidor y la
valoracion compensada (Freeman III ef a/. 2014).

La VEA, se considera como una rama de la economia ambiental,
que permite estimar los beneficios de naturaleza econémica para
bienes que no cuentan con mercado o sistema de precios
convencional, como es el caso de los servicios ambientales o
ecosistémicos. El objetivo de la VEA es evidenciar cémo
los impactos en el ambiente, propiciados por el sistema
econoémico, inciden en los costos de oportunidad del uso de
los recursos naturales y su eficiente aprovechamiento (Freeman
111 e al. 2014).

La valoraciéon de los ecosistemas, se enmarca en el concepto
de valor econémico total (VET), entendido como la asignacién
dada por las personas a un recurso o un servicio ecosistémico, ya
sea por el uso que se le da o por el uso potencial. El VET, se
encuentra conformado por tres componentes: un valor de uso
directo VUD, un valor de uso indirecto VUI y el valor de no uso
(VNU) (Azqueta Oyarzun ef al. 2007); como ejemplo, se puede
citar el bosque, el cual, puede ser visto con potencial de
explotacién maderera (es decir, un VUD), o como corredor
ecologico y el habitat de especies, que tiene una funcién
estratégica para el hombre (un VUI), o el bosque, visto como
proteccién a la conservacion de una cuenca y su regulacion
hidrica, para generaciones futuras (VNU).

El servicio ecosistémico de regulacion hidrica, se produce cuando
el ecosistema almacena agua en los periodos lluviosos y la libera
lentamente en los periodos secos, donde a mayor capacidad
de regulacién existe un mayor caudal (Chan e @/ 20006). La
regulacién hidrica permite el abastecimiento de agua para el
consumo humano, que tiene un valor de uso directo (VUI) y al
bosque o los ecosistemas asociados, que garantizan este proceso,
se les puede otorgar un valor por su uso indirecto (VUI). Pensar
en la protecciéon de estos bosques para garantizar la regulacion
hidrica y el agua para las futuras generaciones, es un ejemplo del
VNU (Uribe ez a/. 2003).

Para estudiar estos procesos, se desatrollaron los métodos de
VEA, tales como la valoracion contingente, costo de viaje, precios
hedénicos, la funcién de produccion de salud, entre otros; algunos
son considerados como métodos directos y otros como indirectos.
El método directo consiste en la construcciéon de mercados
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hipotéticos a partir de los beneficiarios o demandantes del recurso
o servicios ecosistémicos, debido a que no existen mercados
asociados ni un sistema de precios; el mas conocido y aplicado
es el método de valoracién contingente (Carson e# al. 2003). Los
métodos indirectos, se sustentan en mercados ya existentes, que
cuentan con un sistema de precios asociados al uso del recurso o al
servicio ambiental, entre ellos, el costo de viaje, precios hedénicos
y funcién de dafio (Utribe ez a/. 2003).

El método directo de valoracién contingente sirve para estimar
los cambios en el bienestar econémico de los consumidores o
beneficiarios, cuando estos cambios involucran bienes ambientales
o servicios publicos, que no tienen precios en el mercado (Carson e#
al. 2003; Chan ez al. 2006). Pardo Rozo & Sanjinés (2014) mencionan
que la valoracién contingente es usada por agencias internacionales,
como el BID y la CEPAL. para valorar inversiones en transporte,
en saneamiento, en salud, en artes, en educacion y para bienes del
medio ambiente, como calidad del aire, calidad del agua, seguridad
en autopistas y derrames de petréleo. En Colombia, el Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible incorporé estos métodos en
el manual para evaluacién de impacto, para el desarrollo y posterior
solicitud de licencias ambientales.

En este sentido, la valoracién contingente tiene como objetivo
evaluar los beneficios de politicas o proyectos relacionado con
bienes y servicios ambientales, que no tienen un mercado definido
y lo hace a partir de la estimacién de las medidas de bienestar
propuestas por la teorfa econémica: la disposicion a pagar (DAP),
la disposiciéon a aceptar (DAA), la variacién compensada y la
variacion equivalente.

De acuerdo con Toledo et al. (2018), la Valoraciéon Contingente
es un método que supone la maximizacién de la utilidad de los
individuos por participar en un mercado hipotético del servicio
ambiental, sujeta al presupuesto de los individuos, representado
por el ingreso disponible. El modelo econométrico, que se plantea,
tiene como variable dependiente, la probabilidad de que un
individuo esté dispuesto a pagar por acceder a los beneficios que
le genera el recurso natural o el SA y como variables explicativas,
el valor de la disponibilidad a pagar (VtDAP) y otras caracteristicas

Figura 1. Ubicacién municipio Belén de los AndaquWies, Caqueta, Colombia.

socioeconémicas (como edad, género, estrato, ingreso, gastos,
entre otros).

Los estudios de valoraciéon contingente dependen de la calidad
de la recoleccién de informacién. Es importante considerar los
sesgos que se puedan generar a partir de las preguntas relacionadas
con las disponibilidades a pagar, al momento de la realizacién
de la encuesta. Para ello, se pueden emplear preguntas abiertas,
tipo subasta, tipo referéndum o la combinacién de las anteriores.
La pregunta abierta ¢Esta dispuesto a pagar por acceder a los
beneficios del proyecto (servicio ecosistémico regulaciéon hidrica)?
Y ¢Cual serfa el valor de su disponibilidad a pagar? (Barzev, 2002).
Freeman III ez a/. (2014) indican que estas herramientas estan
validadas para la toma de decisiones en evaluacién de proyectos,
dado que permiten evidenciar y estimar impactos econémicos para
el disefio de politicas ambientales (Kolstad, 2010; Tietenberg &
Lewis, 2014).

El objetivo de esta investigacion fue estimar la disponibilidad a pagar
de los hogares del piedemonte amazonico, por la conservacion de
los bosques aledafios a la quebrada la Mono (para garantizar el
servicio ecosistémico de regulacién hidrica que este provee). Con
ello, se valoraron los beneficios econémicos asociados al servicio
ambiental, desde la perspectiva econémica.

MATERIALES Y METODOS

El 4rea de estudio es la zona urbana del municipio de Belén de
los Andaquies, Caquetd, Colombia (1°25’20,9” - 1°24’50,3” N
y 75°52’41” — 75°52°02,9” O) (Figura 1). La poblacién urbana
del municipio registra cerca de 11.541 (préximamente, 2.885
hogares) (DANE, 2018). La muestra de estudio fue de cien
(100) personas, denotadas como jefes de hogar, segin muestreo
no probabilistico por conveniencia. I.a colecta de informacién
primaria empled la técnica de encuesta. Para el analisis de datos, se
empled estadistica descriptiva e inferencial. Se propuso el siguiente
modelo econométrico, fundamentado en el método de valoracién
contingente, para obtener la disponibilidad a pagar total DAPTotal,
como argumento econémico (Freeman III ez a/. 2014). El modelo
empirico de Valoracién contingente se presenta en la ecuacion 1.
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DAP= 0+ 81 * ViDAP+2 * GE+B3 * Edad+84 * Educacion+85 *

Ingteso + B6 * Interes+e ecuacion 1

La variable dependiente fue la Disponibilidad a pagar DAP del
beneficiario de los servicios ecosistémicos de regulacion hidrica, la
cual, es dic6toma y toma el valor de 1, si la persona esta dispuesta
a pagar por los beneficios del proyecto (proteger y conservar los
servicios ambientales) o, de lo contrario, toma el valor de 0. Las
Variables independientes fueron: ViDAP: valor de la disponibilidad
a pagar anual del jefe de hogar por el servicio ecosistémico
regulacion hidrica, medido en pesos colombianos de 2018. Género
del encuestado: variable dicotoma que toma valor de 1 si es
masculino y valor de 0, si es femenino. Nivel educativo: variable
categdrica ordenativa, que indica el nivel educativo del encuestado
jefe de hogar; toma el valor de 0, si no tiene formacion; 1, si termind
la primaria; 2, si es bachiller; 3, si es universitario o técnico y 4, si
tiene posgrado. Edad: variable continua que representa los afios de
vida del encuestado. Ingreso: variable continta en pesos de 2018,
que representa el ingreso mensual del encuestado. Interés en el
proyecto: variable independiente escalonada, que muestra el interés
del encuestado en la realizacién de un proyecto de conservacién
de bosques, para garantizar la proteccién de fuentes hidricas,
en el area de influencia microcuenca la Mono, en Belén de los
Andaquies; emple6 una valoracién desde: demasiado (5), mucho
(4), moderadamente (3), poco (2) e indiferente (1). El término e
corresponde al error del modelo.

Luego, se emplea la forma funcional Tobit (debido a la existencia
de datos censurados) y se calcula la DAP, como medida de bienestar
a partir de la ecuacion 2.

DAP=Bo [B0+ XBi(SE)]
TRT

ecuacion 2

Donde, 80 es el intercepto o constante que representa el punto de
corte con el eje vertical; B1 es el coeficiente del valor de la
disponibilidad a pagar y Bi son los parametros del modelo que
acompafia las variables socioeconémicas (género, edad, nivel
educativo, ingreso e interés), con i=5. Para estimar los beneficios
econdémicos totales, se hallé la DAP, obtenida en la media de los
datos y luego se multiplic6 este resultado por el nimero de
individuos de la muestra, para inferir cuales serfan los beneficios
para la poblacion. Los estudios de valoracién econémica
constituyen una linea base en la determinacién de politicas
ambientales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas socioeconomicas y percepcion de los
habitantes frente al servicio ecosistémico regulacion
hidrica (proveniente de la conservacion del bosque). De
las 100 personas jefes de hogar encuestadas en la zona urbana
del municipio de Belén de los Andaquies, el 53 % fueron
hombres y el 47 %, mujeres. El 46 % de los encuestados tienen
edades entre 21 a 40 afios y el 32 %, entre 41 a 60 afios, con un
promedio de edad de 40 afios. El 68 % de los encuestados son
casados o en unién libre y el 32 %, solteros. El promedio de
personas en el hogar fue de cuatro. En cuanto a su nivel
educativo, el 38 % son bachilleres; un 36 % culminaron la
primaria; el 13 % tienen especializacién, el 8 % no tienen ningun
nivel de estudio y el 3 % son universitarios. En lo laboral, el 72
% son trabajadores independientes y el 28 % son empleados. En
materia de ingresos (Tabla 1), las medidas de tendencia central
indican que el ingreso mensual se aproxima al salario minimo
legal vigente a 2018 ($781.242 pesos colombianos). El valor
maximo fue $3°000.000 y el minimo de $200.000.

A la comunidad se le indagd sobre su conocimiento sobre los
servicios ambientales y solo el 40 % conocen la importancia de los

Tabla 1. Comportamiento del ingreso mensual del jefe de hogar en pesos colombianos, en Belén de los Andaquies, Caqueta, Colombia, zona urbana.

Ingreso mensual Frecuencia Porcentaje relativo
$1 a $700.000 69 69
$700.001 a $1°500.000 21 21
$1°500.001 a $3°000.000 10 10
Total 100 100

Tabla 2. Interés del jefe de hogar en un proyecto de conservacion de bosques para servicio ecosistémico regulacion hidrica en el piedemonte amazoénico.

Interés en el pr(.)?recto de Frecuencia Porcentaje relativo
consetvacion
Demasiado 25 25
Mucho 29 29
Moderadamente 22 22
Poco 13 13
Le es indiferente 11 11
Total 100 100
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Figura 2.Porcentaje de los valores de la disponibilidad a pagar anual de los jefes de hogar por conservar el servicio ecosistémico regulacion hidrica.

servicios ecosistémicos para los seres vivos y solo el 26 % de los
jefes de hogar saben qué es la regulacion hidrica. Las respuestas de
los encuestados frente al nivel de interés del jefe de hogar por un
proyecto hipotético de conservacion de bosques (para mantener el
servicio ambiental regulacién hidrica de la cuenca de la quebrada la
Mono) fueron diferentes (Tabla 2).

Se observé que el 76 % tienen interés por el proyecto, frente a un
13 %, que los considera como poco importante y para un 11 % es
indiferente. Luego, se pregunté si estarfan dispuestos a pagar por
el proyecto y solo el 32 % contest6 que si. Las personas que dieron
respuesta negativa arguyen que esto le corresponde al Estado,
es decir, que su DAP es $0. Luego, se obtuvieron las respuestas
cuando al encuestado se le propusieron unos valores anuales para
conservar el servicio ecosistémico (Figura 2).

Determinacion de beneficios econémicos por proteccion de
bosques para garantizar servicios ecosistémicos. Se obtuvieron
las estimaciones de los parametros del modelo econométrico
estimado a partir de maxima verosimilitud, bajo la forma funcional
Tobit, por contar con valores censurados en algunas variables

(Tabla 3).

que estan interesados en la conservacion del bosque, respecto de
los que no estan interesados. A mayor valor de la DAP de los jefes
de hogar, disminuye la probabilidad de que esté dispuesto a pagar.
Este comportamiento es esperado conforme con la literatura, pues
el signo negativo en el ViIDAP representa la disminucién del ingreso
del encuestado al estar dispuesto a pagar dicho valor, para acceder
al proyecto que garantizarfa la conservaciéon del bosque. Por otro
lado, las variables educacién e ingreso no fueron relevantes en el
comportamiento de la DAP. Para estimar la DAP, se remplaza en
la ecuacién 1, el valor estimado de los parametros y los
valores medios de las variables (Tabla 3), obteniéndose:

DAP= — 0,21780136 — 0,0000711425 * 1474 + 0,1602486 * 0,53—0,0041458
* 42+0,06411 * 1,79+0,1878 exp(—07) * 706.000+0,1858 * 0,68
DAP= $2.214

La DAP total anual para los encuestados en este estudio fue
de $2.214. Para una poblacion de 11.541, en esta zona del
piedemonte amazénico, los beneficios econémicos  por
conservacion  se estimarfan en cerca de $25°553.411. Este valor
evidencia la existencia de un reconocimiento monetatrio por los

servicios ambientales.

Tabla 3. Determinantes de la Disponibilidad para pagar DAP, Modelo Logit estimado por método de maxima verosimilitud.

Variable Coeficiente Error estandar pllz|>2] Media
Constante -0,21780 0,21216352 0,3046

Valor DAP -0,711425 X 10-4 0,41480596 x 10-4 0,0863 1474,50
Genero 1,60248 x 10-1 0,96260876 % 10-1 0,0960 0,53
Edad -0,414582 x 10-2 0,33329810 x 10-2 0,2135 42,47
Educacion 0,641059 X 10-1 0,52797205 X 10-1 0,2247 1,79
Ingreso 0,187865 X 10-7 0,83320101 X 10-7 0,8216 706.000,20
Interés 1,858070 x 10-1 1,14146960 x 10-1 0,1035 2,44

Las variables relevantes estadisticamente fueron: el género (al 10
% de significancia), el interés y el Valor de la DAP, es decir, de
estas variables depende la probabilidad de que el jefe de hogar
esté dispuesto a pagar por beneficiarse del proyecto que protege
los bosques de la cuenca, para mantener el servicio ecosistémico
regulacion hidrica. Estos resultados se interpretan de la siguiente
forma: existe una mayor DAP en los hombres respecto de las
mujeres. También, se observé una DAP mayor en los jefes de hogar

Los valores de este estudio fueron muy bajos respecto a los
hallados en Ruiz-Agudelo & Bello (2014), quienes valoraron
diversos servicios ecosistémicos en los Andes de Colombia; sin
embargo, los resultados de la investigacion se aproximaron a los
valores de DAP por persona, obtenidos en Garcia (2013), cuyo
promedio fueron $3.000 anuales, por conservacion de servicios
de regulacién, en el paramo de Santurban. El estudio de Rueda
(2004) hall6 una DAP de $1.423 anuales, por la conservacion del



Pardo-Rozo, Y.Y.: pago por servicios ecosistémicos

parque natural nacional Chingaza en Cundinamarca, un

ecosistema que en el pafs y en el mundo es uno de los mayores
productores de agua.

Aunque valorar los recursos naturales y servicios ecosistémicos es
una labor compleja, es posible, mediante los métodos de
valoracién econémica. Con estos métodos, se ha realizado
bosques
como proteccion a la disponibilidad de agua y
regulacion, conservacion de suelos, almacenamiento de carbono,
entre otros, como se observa en Constanza ¢f a/l. (2017). Tal como
fue concluido en el estudio de Nieto ef al (2015), en la

investigacion de

valoracién a servicios  ecosistémicos en los

colombianos,

servicios ecosistémicos en los paramos
colombianos, los datos obtenidos en los estudios de valoracién
contingente, brindan orientaciones que respaldan la construccién
de politica y la gestion ambiental, como es el caso de los pagos
por servicios ambientales PSA, en coherencia con las politicas
de gestion ambiental, de conformidad con las directrices
contempladas en la Politica de Crecimiento Verde, para Colombia

y los objetivos de desarrollo sostenible, como politica mundial.

De los resultados de la presente investigacion, se podria
concluir, que existe un reconocimiento por parte de la mayoria de
los hogares urbanos, sobre la importancia de los servicios
ecosistémicos y la conservacion de bosques. Ya que el
modelo econométrico demostré que el nivel de interés aumenta
la disponibilidad a pagar, un programa local de sensibilizacién
sobre la importancia de la conservacién de bosques aumentaria
la disponibilidad a pagar y, asf, los beneficios econémicos que de

ellos se detivan.

La identificacién de un wvalor de disponibilidad a pagar en
piedemonte
evidencia que la instauracién en la zona de

la. comunidad urbana del amazonico
colombiano
un instrumento econdémico, como un PSA por Regulacién
hidrica, es viable, porque generarfa beneficios econémicos en la

comunidad y, con ello, se protegen ecosistemas estratégicos en

la  mitigacién de cambio climatico desde la Amazonia
colombiana.
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RESUMEN

Las plantas medicinales son de interés farmacéutico, debido
a que tienen diferentes propiedades bioldgicas, entre las que
se destaca, la actividad antioxidante y, de la cual, se conoce que
existe una relaciéon con la concentracién de los compuestos
fendlicos, por su capacidad de reducir los radicales libres. Es asi,
que se propuso evaluar la actividad antioxidante y la cuantificacién
de fenoles y flavonoides totales, de 11 extractos etandlicos de
plantas, empleadas en la medicina tradicional, para el tratamiento
de infecciones urinarias (IU). Se evalué la actividad antioxidante,
por los métodos de DPPH y FRAP y se cuantificé el contenido
fendlico y de flavonoides, por el método Folin-Ciocalteu y
tricloruro de aluminio, respectivamente. Se encontré que, de los
11 extractos evaluados, los que presentaron el mayor contenido
de estos metabolitos y de potencial antioxidante fueron: Uncaria

Aceptado: febrero 7 de 2022

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

tomentosa, Sedum praealtum y Kobleria hirsuta. Este trabajo permitio
contribuir al conocimiento fitoquimico y antioxidante de plantas,
usadas para tratar IU y se sugiere que U. tomentosa, S. pracaltum y
K. hirsuta sean objeto de futuros estudios biodirigidos, asf como la
evaluacion de otras actividades biolégicas.

Palabras clave: Capacidad antioxidante; Etnobotanica; Metabolitos
secundarios; Medicina tradicional; Plantas medicinales.

ABSTRACT

Medicinal plants are of pharmaceutical interest because they
possess different biological properties, among which their
antioxidant activity stands out, and therefore it is known that there
is a relationship with the concentration of phenolic compounds
due to their ability to reduce free radicals. Therefore, it was
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proposed to evaluate the antioxidant activity and the quantification
of phenols and flavonoids of 11 ethanolic extracts of plants used
in traditional medicine for the treatment of urinary infections (UI).
The antioxidant activity was evaluated by the DPPH and FRAP
methods and the phenolic and flavonoid content was quantified by
the Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride method, respectively.
It was found that of the 11 extracts evaluated, those with the
highest content of these metabolites and antioxidant potential
were three: Uncaria tomentosa, Sedum praealtum and Kobleria hirsuta.
This work made it possible to contribute to the phytochemical and
antioxidant knowledge of the plants used for the treatment of UI
and it is suggested that U. fomentosa, S. praealtum and K. hirsuta be
the object of future bio-directed studies, as well as the evaluation
of other activities biological.

Keywords: Antioxidant capacity; Ethnobotany; Medicinal plants;
Secondary metabolites; Traditional medicine.

INTRODUCCION

Frente a un proceso infeccioso causado por un agente patdégeno
es necesario fortalecer la defensa celular, para contrarrestar el
dafio ocasionado por el estrés oxidativo y controlar el desbalance
del sistema antioxidante que causa la enfermedad, mediante el
uso de antioxidantes (Castillo-Velarde, 2019). De esta manera,
se ha relacionado que una dieta rica en antioxidantes estimula el
sistema inmune y reduce la aparicién de enfermedades infecciosas
(Castillo-Velarde, 2019), neurodegenerativas y cronicas y de otros
de efectos adversos, ocasionados por las especies reactivas de
oxigeno (EROs), sobre diferentes funciones fisiolégicas.

Las plantas medicinales son una fuente de principios activos
antioxidantes, que presentan un efecto positivo frente a una
amplia gama de enfermedades, debido a que tienen compuestos,
como polifenoles, flavonoides, esteroides, esteroles y terpenos.
Estos compuestos cumplen diversas funciones de proteccion,
como mecanismo de defensa frente a factores bidticos y abidticos
adversos, facilitando la supervivencia de las plantas (Pérez-Alonso
& Jiménez, 2011; Borchardt e a/. 2009).

Los compuestos fendlicos corresponden a un grupo de metabolitos
muy diverso y ampliamente distribuido en plantas superiores, que
comprende moléculas sencillas, como los 4cidos fendlicos, taninos
y ligninas, ademas de los flavonoides, que presentan importantes
propiedades biolégicas (Bahmani es a/ 2015; Martin, 2018;
Retuerto-Figueroa ez al. 2020). Estos compuestos son interesantes,
desde el punto de vista farmacolégico, ya que poseen una gran
diversidad estructural (Cerén-Carrillo ef al. 2014), ademas de tener
diferentes mecanismos de accién antioxidante, los cuales, pueden
estar mediados por reacciones de éxido-reduccion o por captacién
de radicales libres (Coronado ef al. 2015).

En este sentido, se reporta la necesidad de realizar evaluaciones
de la capacidad antioxidante de los compuestos de una muestra
de forma independiente, como la interaccién de los diferentes
compuestos con su microambiente. Por tal razén, es importante

combinar mas de un método para la evaluacién antioxidante, ya
que se sabe que ningin método refleja, por si solo, la capacidad
antioxidante total de una muestra, ya que no expresa la capacidad
de antioxidantes de compuestos lipofilicos e hidrofilicos (Pérez-
Jiménez & Saura-Calixto, 2007).

Algunos usos etnomedicinales de las plantas pueden ser de tipo
antimicrobiano, antirreumatico, anticancerigeno, antifungico, para
tratar enfermedades degenerativas y renales (Sierra, 2016; Retuerto-
Figueroa et al. 2020; Piluzza & Bullitta, 2011).

En Colombia, el conocimiento tradicional sobre el uso de plantas
trasciende por generaciones, a través de practicas tradicionales
(Gonzalez et al. 2001). En estudios previos de etnomedicina en
Colombia, se encuentran plantas que se usan de manera tradicional
para el tratamiento de infecciones urinarias (IU), por ejemplo:
ortigon (Urera caracasana (Jacq.) Griseb), cola de caballo (Equisetum
bogotense [Kunth.]), parietaria (Parietaria officinalis 1..), vira vira
(Achyrocline bogotensis [Kunth.]), caracola (Kobleria hirsuta [Kunth.]
Regel), diente de ledn (Taraxacum officinale (FH. Wigg), siempre viva
(Sedum praealtum [A.DC)), verdolaga (Portulaca oleracea 1..), perejil
(Petroselinum sativum [Hoffml), jengibre (Zingiber officinale [Roscoe]) y
ufia de gato (Uncaria tomentosa [Schult. DC.]) (Pabon ef a/l. 2017). En
algunas de estas plantas, no se conoce su potencial antioxidante, ni
sus compuestos fenolicos; sin embargo, a partir de la informacion
sobre las aplicaciones medicinales, se evidencia su uso potencial
como antioxidante.

Por lo anterior, es importante aportar a este conocimiento
tradicional, debido a que pueden ser fuente de principios activos,
que benefician la salud. En este sentido, el objetivo de este estudio
fue realizar la cuantificacion de polifenoles y de flavonoides y
determinar su relacién con la actividad antioxidante de estas 11
plantas usadas en la medicina tradicional colombiana, para tratar
1U.

MATERIALES Y METODOS

Selecciéon y adquisiciéon del material vegetal. La seleccién de
las plantas para el tratamiento de IU se realizé segun Pabon ef al.
(2017) y fueron adquiridas en la plaza de mercado principal del
municipio de Soacha, Cundinamarca. El material fresco proviene
de diferentes municipios, teniendo en cuenta la informacién dada
por los vendedores. Un ejemplar de cada especie, previamente
identificado, reposa en el Herbario del Museo de Ia Universidad
de La Salle Bogota, Colombia (Tabla 1).

Obtencién de extractos. Los extractos vegetales fueron obtenidos,
principalmente, de hojas y de tallos, en la mayorfa de las plantas, de
rizoma (caracola y jengibre) y corteza (ufia de gato). Se tomaron
600 g de material fresco, secado y molido para la maceracién, con
etanol al 96 %, a temperatura ambiente, que se mantuvo protegido
de la luz. La solucién filtrada fue concentrada por destilacion a
presion, reducida en un Rotavapor IKA RV10 (Sanabria Galindo,
1983).
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Tabla 1. Plantas medicinales adquiridas en la plaza de mercado de Soacha, Cundinamarca.

Familia Nombre cientifico Noml?re Procedencia COdlg(.)
comun Herbario
Asteraceae Achyrocline bogotensis vira vira Cundinarmarca, Choachi 15417
Asteraceae Tarascacum officinale diente de leén | Cundinarmarca, Bogota 15431
Apiaceae Petroselinum sativim perejil Cundinarmarca, Bogotd 15429
Crassulaceae Sedum praealtum siempre viva Cundmarmarca,‘Sabana 15428
de Bogota
. . Cundinarmarca,
Equistaceae Equisetum bogotense | cola de caballo . . 15418
Municipio de Chipaque
. L. Cundinarmarca,
Gesneriaceae Kobleria bhirsuta caracola . 15427
Cachipay
Portulacaceae Portulaca oleracea verdolaga No determinado 15434
Identificada sin
Rubiaceae Uncaria tomentosa ufia de gato No determinado cédigo de
coleccién
Cundinarmarca,
Urticaceae Urera caracasana ortigbn Mur11c1p19 de San 15416
© Antonio del
Tequendama
. L L L Cundinarmarca,
Urticaceae Parietaria officinalis parietaria . . 15419
Municipio de Chipaque
Identificada sin
Zingiberaceae Zingiber officinale jengibre No determinado cédigo de
coleccion

Cuantificacién de compuestos fendlicos y flavonoides

Método de Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de fenoles

totales. Se prepar6é una curva patréon de acido galico, con una
solucién estindar de 0,1 mg/mL y se tealizaron 10 diluciones
seriadas, completando el volumen de cada una a 500 uL con agua
destilada. Posteriormente, 10 mg de extracto se disolvié en 1 mL
etanol y se diluy6 en una proporcién 1:5 con agua destilada. A
cada una de las muestras, previamente preparadas, se les adiciono
250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N, se dejé actuar por
5 minutos y luego 1250 L. de Na2CO:s al 20 %. Las muestras, se
dejaron reposar por 2 h y la absorbancia fue medida a 760 nm.
Todas las muestras, se realizaron por triplicado y los resultados
fueron expresados en mg de acido gilico por g de extracto
(mgEAG/g extracto) (Blainski ez a/. 2013).

Método de Tricloruro de aluminio para la cuantificacion de

flavonoides. Se realizé una curva patrén d e c atequina c on una
solucién estandar (1,5 mg/mL en metanol al 10 %), de la cual,
se tom6 un volumen de 106,6 pl., para la primera concentracion;
se agregaron 18934 ul. de MeOH al 10 % vy, posteriormente, se
realizaron diluciones setiadas (79, 39, 19, 9 y 5 mg/L). El ensayo,
se realiz6 en una microplaca de 96 pozos; a cada pozo, se le

adicionaron 75 pL de cada una de las soluciones de la muestra a
10 mg/ mL, 75 pL de NaNO2 a 6 mg/mL, 75 pL de AICI*6H20
a 22 mg/mL y 75 pL. de NaOH 0,8 M. Inmediatamente, se leyd
la absorbancia a 510 nm, en un lector de placa (Biotec, EPOCH),
usando el Software Gen 5 (Biotec); como control negativo, se usé
metanol al 10 %. Todos los ensayos, se realizaron por triplicado y
los resultados fueron expresados como mg de catequina por gramo
de extracto (mg ECT/ g extracto) Magalhies ez a/. 2012).

Evaluacion de la actividad antioxidante

Método DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazilo). Las pruebas,
se realizaron en microplacas de 96 pozos. En cada pozo, se adiciond
140 pL de DPPH (0,06 mg/mL) y 50 uL de extracto (10 mg/
mL); después de 30 min, se midi6 la absorbancia a 515 nm, en un
microlector de placa (Biotec, EPOCH), usando el Software Gen 5
(Biotec). Como controles positivos, se utilizaron acido galico (0,075
mg/ml), catequina y quercetina (5 mg/L) (Shalaby & Shanab, 2013).
Los ensayos, se realizaron por triplicado y los resultados fueron
expresados como porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH
(ecuacién 1), donde Ac es la absorbancia de la solucién metandlica
DPPH y At es la absorbancia de la muestra.
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Ac—At
Ac

Actividad antioxidante % = ( ) * 100 ecuacion 1

Ensayo del potencial reductor férrico (FRAP). El poder antioxidante

de reduccién férrica se realizé siguiendo la metodologfa descrita
por Benzie & Devaki (2018). Se midi6 la absorbancia a 593 nm y
se prepar6 una curva patrén de una solucion de trolox (0 — 0,139
mM). El ensayo, se ejecutd por triplicado y los resultados fueron
expresados como mmol equivalentes a trolox (ET)/g extracto.

Analisis estadistico. Todos los resultados fueron expresados
como el promedio de los ensayos por triplicado, con su respectiva
desviacién estandar. Para determinar la relacion entre cada una de
las variables, se determind el coeficiente de correlacion de Pearson,
con un intervalo de confianza del 95 % y un nivel de significancia
de p <0,00071. Los datos fueron analizados usando el programa
estadistico InfoStat y Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de fenoles y flavonoides. Se cuantifico el
contenido de fenoles y flavonoides de once plantas, usadas en la
medicina tradicional colombiana, para tratar infecciones urinarias
(Tabla 2). Se encontré que el extracto etanolico U. fomentosa fue el
que presentd el mayor contenido fendlico, con un valor de 90,87
mgEAG/g, siendo inferior a lo reportado en la literatura, para
este mismo tipo de extracto, con valores entre 196-321 mgEAG/¢
(Navarro-Hoyos ez al. 2018). Asimismo, las especies P. oleracea y T.
officinale presentaron valores de 28,30 mgEAG /gy 19,47 mgEAG /g,
respectivamente, que se encuentran acordes con los reportados
para el extracto etandlico de P. oleracea (21,08 mgEAG/g) (Kim ef

al. 2018) y supetior al metandlico (17,88 mgEAG/g) (Extcisli ez al.
2008). Igualmente ocurre para T. officinale, con valores reportados
que oscilan entre 22,3-32 mg EAG/g (Ivanov, 2014).

El extracto de Z. officinale present6 un valor de 16,83 mg EAG/g,
resultado inferior al reportado previamente para el extracto
etanolico (137,5 mgEAG/¢g), similar a los extractos metandlicos (1-
13 mgEAG/g) (Nassrullah, 2015; Tohma e# a/. 2017) y supetior al de
acetato de etilo (8 mgEAG/g) (Asimi e /. 2013). De manera similar
ocuttié con P. officinalis, se obtuvo un valor de 5,84 mgEAG/g,
cercano al reportado previamente (2,8 mgEAG/g), para el extracto
metanolico e inferior al reportado para el de acetona—agua (20,71
mgBEAG/g) (Piluzza & Bullitta, 2011).

Las diferencias que se presentan al contrastar con la literatura, tanto
en el contenido de compuestos fendlicos como en los flavonoides,
muchas veces, dependen de las condiciones ambientales donde
se encuentre la planta, siendo la temperatura, las precipitaciones,
el tipo de suelo, la humedad relativa y la exposicién a los rayos
UV del sol, algunos fenémenos que afectan la produccién de
este tipo de metabolitos (Soto-Vasquez, 2015). También, las
diferencias en el contenido de compuestos fendlicos se pueden
atribuir a los diversos tipos de solventes utilizados en el proceso de
extraccion, la temperatura y el tiempo de exposicion. Cabe resaltar
que, dependiendo del tipo de solvente utilizado en el proceso de
extraccion, va a depender la polaridad de los compuestos extraidos,
siendo asi, un solvente de alta polaridad, como el etanol, el que va
a provocar el rompimiento de la membrana celular, permitiendo
que se extraigan la mayor cantidad de compuestos fendlicos, por su
naturaleza polar (Garrido ef al. 2013).

Tabla 2. Actividad antioxidante y cuantificacion de compuestos de extractos de 11 plantas por los métodos DPPH y FRAP.

Nombte cientifico DPPH (%) (mll\?/[REle;')/ g) (mzezg ; ; te(;(tiil;:to) (mg ]];ll(":l;o/ngoiitt}rsacto)
Achyrocline bogotensis 56,63 = 0,02 202,11 £ 0,05 17,74 £ 0,01 13,14 £ 0,13
Equisetum bogotense 46,41 £ 0,03 76,69 + 231 11,76 £ 0,01 19,85 £ 0,10
Kobheleria hirsuta 71,53 £ 0,00 214,77 £ 1,41 21,10 £ 0,01 21,91 £ 0,04
Parietaria officinalis 52,48 + 0,01 51,27 £ 0,17 5,84 + 0,01 8,70 = 0,08
Petroselinum sativum 61,42 £ 0,00 75,07 £ 0,02 26,43 + 0,01 3,65 + 0,02
Portulaca oleracea 54,57 + 0,01 121,16 = 0,11 28,30 £ 0,08 3,26 0,01
Sedum pracaltum 82,57 + 0,00 175,09 + 0,54 20,53 £ 0,10 7,01 £ 0,01
Uncaria tomentosa 79,42 + 0,00 608,94 £ 1,52 90,87 = 0,06 14,57 £ 0,09
Urera caracasana 51,59 = 0,01 26,32 + 0,20 3,27 £ 0,09 7,97 £ 0,11
Taraxacum officinale 62,57 £ 0,00 68,62 £ 0,10 19,47 + 0,01 6,05 + 0,02
Zingiber officinale 81,57 £ 0,00 144,17 + 0,90 16,83 + 0,02 2,60 = 0,01
Acido gélico 90,11 + 0,00
Quercetina 89,98 = 0,00 ND ND ND
Catequina 78,02 = 0,00

Los valores representan la media de tres repeticiones T la desviacion estandar. ND: No determinado
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Este trabajo contribuye al conocimiento quimico, en cuanto a la
cuantificacion de compuestos fendlicos del extracto etandlico de
las especies E. bogotense, A. bogotensis, K. hirsuta, que presentaron un
contenido fendlico intermedio (28,30-11,76 mgEAG/g) y para la
especie U. caracasana, ya que ninguna de ellas presenta reportes de
este tipo de cuantificaciones. Para otras especies, como P. sativum
y P. officinalis, se presentan reportes de cuantificacién para otro
tipo de solventes (Piluzza & Bullita, 2011); sin embargo, este es el
primer reporte del extracto etandlico.

Teniendo en cuenta que los compuestos fenolicos corresponden a
un grupo de metabolitos muy diverso, que comprende moléculas
sencillas, como los acidos fendlicos, taninos y ligninas, ademas de
los flavonoides, se cuantificé el contenido de flavonoides de las
especies de estudio. De esta manera, se encontré que K. hirsuta
fue la especie que presenté mayor contenido de flavonoides
(21,91 mgECT/g), en comparacién con las otras especies (Tabla
2). Este trabajo aporta al conocimiento sobre la cuantificacién de
flavonoides para las especies U. caracasana, K. hirsuta, A. bogotensis,
y E. bogotense. Para otras especies, como Z. officinale, P. oleraceae, P.
officinalis, U. tomentosa, S. praealtum, P. sativum y T. officinale, no fue
posible hacer una comparacién, ya que los reportes se presentan
en otras unidades como mg, equivalentes a quercetina (mgEQ/g)
o mg, equivalentes a rutina o estan para otro tipo de extractos
(Ghasemzadeh e al. 2010; Piluzza & Bullita, 2011; Kim e# a/. 2018).

Actividad antioxidante. Sobre los resultados de la actividad
antioxidante evaluada en este estudio permitieron identificar que las
especies que tienen alta capacidad antioxidante, en los dos métodos
evaluados (FRAP y DPPH), fueron U. fomentosa, S. praealtum, Z.
officinale y K. hirsuta, siendo este potencial muy cercano a la actividad
de compuestos con actividad antioxidante, como lo son el acido
galico, catequina y quercetina (Coronado ef al 2015). De esta
manera, estas especies son prometedoras para ampliar los estudios y
es importante que sean consideradas en los futuros tratamientos de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como ejemplo,
enfermedades degenerativas o tratar infecciones urinarias, por sus
propiedades antimicrobianas y antifungicas (Piluzza & Bullitta,
2011; Sierra, 2016; Retuerto-Figueroa ef al. 2020). Los resultados
de estas especies sugieren que la actividad antioxidante puede estar
determinada por dos mecanismos diferentes: el de donar atomos
de hidrégenos o de electrones, de esta manera, proporciona
proteccion contra el dafio oxidativo y la estabilizacion radicales
libres (Coronado e7 al. 2015).

En resultados previos de U. zomentosa, se reportd este potencial en
otras unidades o para otro tipo de extractos (hidroalcohélicos de
la corteza), por lo que, a pesar de no poder ser comparados, si se
puede verificar el potencial antioxidante de esta especie (Doroteo
et al. 2013). Asimismo, se corroboré el potencial de S. praealtum,
que presentd alta actividad antioxidante en el ensayo de DPPH
y que, de acuerdo con reportes previos, el extracto etandlico de
hojas a una concentracién de 1 mg/ml, presenta un potcentaje de
inhibicién del 70,85 % e, incluso, su potencial antioxidante también
se ha corroborado por otros métodos (Marquez Rosales ez a/. 2012).

De la misma manera, ocurrié para la especie Z. officinale, de la
cual, se reporté su alto potencial antioxidante, por su capacidad
de captar radicales libres del DPPH, con valores por encima del
50 % (Ghasemzadeh ez al. 2010; Asimi e a/ 2013; Nassrullah,
2015); sin embargo, los resultados obtenidos de esta especie por
el método FRAP, no pudieron ser comparados por este método,
debido a que en los reportes previos se expresan en otras unidades
de concentracién y para otros solventes de extracciéon (Nassrullah,
2015; Tohma et al. 2017).

Por otra patte, A. bogotensis (202,11 mMET/g, 56,63 %), P. oleraceae
(121,16 mMET/g, 54,57 %) y E. bogotense (16,69 mMET/g, 46,41
%) presentaron alta actividad en la capacidad de reducir el ion
térrico al estado ferroso (FRAP) y una actividad intermedia en
DPPH, por lo que su potencial esta dado, principalmente, por
la capacidad reductora del ion férrico al ion ferroso, debido a la
transferencia de electrones. La especie P. oleraceae, en este trabajo,
present6 un valor superior al reportado para este mismo tipo de
extractos 27,85 % (1 mg/mlL) (Kim e /. 2018) e inferiotes a los
acuosos que presentan un mayor potencial (45-80 %) (Oliveira e#
al. 2009). Los resultados obtenidos en el método de FRAP fueron
consistentes con lo reportado por Kim ez 2/ (2018), para la cual, se
ha encontrado que, aunque es bajo su potencial para la eliminacién
de radicales hidroxilos, es mayor su capacidad para la quelacion de
hierro (Hinneburg ez a/. 2000).

En cuanto a las especies que tuvieron una actividad intermedia en
el método DPPH y baja en FRAP fueron T. officinale, P. sativum,
P. officinalis y U. caracasana (Tabla 2). Para T. officinale, el resultado
obtenido en el método FRAP fue superior a lo reportado por
Ivanov (2014), para este mismo tipo de extracto, mientras que en
el ensayo de DPPH, solo tiene reportes para el extracto acuoso,
con un porcentaje 32,8 % (0,5 mg/mL) (Favati ¢f al. 2013) y para
el extracto metandlico, entre el 60-80 % (1-4 mg/mL) (Piduret e
al. 2016). Para P. sativum, solo se tienen reportes para el extracto
acuoso (4,09 mMET/g) y se ha establecido, para esta especie,
mayor eficiencia de la accién antioxidante, en mecanismos que
generan aniones superoxido frente a radicales hidroxilos (Troncoso
& Guija 2005; Wojdyto ef al. 2007).

Cabe aclarar que los resultados de actividad antioxidante pueden
variar dependiendo del tipo de extracto, del método de extraccion,
del lugar de crecimiento de la planta y de la concentraciéon de
compuestos fendlicos, a los cuales, se les atribuye esta actividad
(Chiapetti et al. 2019).

Este estudio contribuye en el conocimiento de actividad
antioxidante por los métodos de FRAP y DPPH, asi como en
la cuantificaciéon de fenoles y flavonoides para las especies U.
caracasana, K. hirsuta'y E. bogotense, Ademas, es el primer reporte para
la especie A. bogotensis, P. officinalis, U. tomentosa 'y S. praealtum, de su
potencial de actividad antioxidante, por el método de FRAP.

Correlacion de actividad antioxidante y contenido de fenoles
y flavonoides. Garrido e a4/ (2013) indican que la actividad
antioxidante tiene una fuerte relacién con el contenido de
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compuestos fendlicos de los extractos de plantas, por lo que se
espera que, si un extracto tiene mayor contenido fendlico, también
sea mayor su capacidad antioxidante. En este sentido, se realizo
la correlacién entre la cuantificacion de compuestos fendlicos,
flavonoides y la actividad antioxidante, obtenida por los métodos
FRAP y DPPH, se determiné que solo los compuestos fendlicos
presentaron una alta correlacién positiva (R= 0,93, p <0,007), con
el método antioxidante de FRAP (Tabla 3). En este trabajo, se

corrobora esta hipotesis, en donde se evidencia que las especies
que tuvieron un alto contenido de compuestos fendlicos también
tuvieron alto potencial en el ensayo de FRAP, como U. fomentosa, K.
hirsuta, A. bogotensis, S. praealtumy Z. officinale y P. oleraceae.

Esta hipotesis ademas es consistente con reportes de Palomino et a/.
(2009) y Parikh & Patel (2017). Adicionalmente, se encontré una baja
correlacion entre el contenido fendlico y los flavonoides (R= 0,75,

Tabla 3. Coeficientes de correlacién de Pearson y probabilidad entre el contenido fendlico y actividad antioxidante.

Flavonoides Polifenoles DPPH FRAP
r2 2 2 12
Flavonoides 1 0,63 0,73 0,27
Polifenoles 0,15 1 0,1 9,6 E-06***
DPPH -0,11 0,49 1 -
FRAP 0,34 0,93 0,57 1

Significancia *: p <0,0007***

P >0,05), por lo que se sugiere que compuestos fenolicos diferentes
a los flavonoides, por ejemplo, derivados del acido caféico, también
juegan un papel importante en la actividad antioxidante (Palomino
et al. 2009), por lo que es importante ampliar los estudios en la
cuantificacién e identificacién y correlacién de otros metabolitos.

Es importante tener en cuenta que las correlaciones no son
completamente lineales, ya que si bien el método de cuantificacién
de fenoles totales Folin-Ciocalteu es especifico para este tipo de
metabolitos, también existen otro tipo de metabolitos no fendlicos
que pueden afectar la actividad antioxidante o por interacciones
antagonistas o sinérgicas (Palomino ez /. 2009).

Este estudio permitié evidenciar que las especies U. wmentosa,
8. praealtum y K. hirsuta fueron las que tuvieron mayor potencial
antioxidante y un alto contenido de polifenoles; sin embargo, hay
que tener en cuenta que los métodos para evaluar la capacidad
antioxidante nos dan una idea aproximada de lo que podtia suceder
en un ensayo 2 vivo y que la capacidad antioxidante de una muestra
viene dada por la interaccion sinérgica entre diferentes compuestos
y su microambiente, asi como por el mecanismo de accién, de cada
uno de ellos (Pérez-Jaramillo ef a/. 2017).

Este trabajo, también permitié aportar nuevo conocimiento para
la mayoria de las especies que contaban con pocos estudios de
cuantificacion de polifenoles y potencial antioxidante. Se sugiere
que, para estas plantas, se evalde su potencial en otras actividades
bioldgicas relacionadas con sus usos etnomedicinales, que pueden
estar relacionados con la actividad antioxidante y, de esta manera,
puedan ser consideradas como una fuente potencial de principios
activos.

Conflictos de intereses: El manuscrito fue p reparado y revisado

con la participaciéon de todos los autores, quienes declaramos
que no existe ningun conflicto de intereses que ponga en riesgo
la validez de los resultados presentados. Financiacion: El presente
trabajo fue financiado por la Universidad de La Salle.

REFERENCIAS

1. ASIMI, O.A.; SAHU, N.; PAL, A.K. 2013. Antioxidant activity
and antimicrobial property of some Indian spices. Internal J.
Scientific and Research Publications. 3(3).

2. BAHMANI, M.; SAKI, K.; SHAHSAVARI, S.; RAFIETAN-
KOPAEFEI, M.; SEPAHVAND, R.; ADINEH, A. 2015.
Identification of medicinal plants effective in infectious
diseases in Urmia, northwest of Iran. Asian Pacific ].
Tropical Biomedicine. 5(10):858-864.
http://dx.doi.org/10.1016/j.apjtb.2015.06.004

3. BENZIE, LEE; DEVAKI, M. 2018. The Fertic reducing/
antioxidant power power (FRAP) assay for non-enzymatic
antioxidant capacity: concepts, procedures, limitations and
applications. En: Apak, R.; Capanoglu, E.; Shahidi, . (eds).
Measurement of Antioxidant Activity & Capacity: Recent
Trends and Applications. Ed. John Wiley & Sons Ltd.
p.77-106.
https://doi.otg/10.1002/9781119135388.ch5

4. BLAINSKI, A.; LOPES, G.C,; PALAZZO DE MELLO, ].C.
2013. Application and analysis of the folin ciocalteu method
for the determination of the total phenolic content from
Limonium brasiliense L. Molecules. 18(6):6852-6865.
https://doi.otg/10.3390/molecules18066852

5. BORCHARDT, J.R.; WYSE, D.L.; SHEAFFER, C.C.; KAUPPI,
K.L.; FULCHER, R.G.; EHLKE, N.J; BIESBOER, D.D,;
BEY, R.E 2009. Antioxidant and antimicrobial activity of
seed from plants of the Mississippi river basin. J. Medicinal
Plants Research. 3(10):707-718.

6. CASTILLO-VELARDE, E.R. 2019. Vitamin C in health and
disease. Rev. Facultad de Medicina Humana. 19(4):95-100.
http://dx.doi.org/10.25176/RFMH.v19i4.2351


http://dx.doi.org/10.1016/j.apjtb.2015.06.004
https://doi.org/10.1002/9781119135388.ch5
https://doi.org/10.3390/molecules18066852
http://dx.doi.org/10.25176/RFMH.v19i4.2351

Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 25(1):e1690. Enero-Junio, 2022

7. CERON-CARRILLO, T; MUNGUIA-PEREZ, R.; GARCIA,
S; SANTIESTEBAN-LOPEZ, A. 2014. Actividad
antimicrobiana de extractos de diferentes especies de chile
(Capsicum). Rev. Iberoamericana de Ciencias. 1(2):213-221.

8. CHIAPETTI, T.P; MALAVASI, U.C.; COSTA, G.; MATOS, M.
2019. Effects of the extraction method and chromatographic
separation solvent in the antioxidant activity of different
species of “espinheira-santa”. ]. Food Science and
Technology. 56(11):5056-5062.
https://doi.otg/10.1007/s13197-019-03978-1

9. CORONADO, M.; VEGA, S.; GUTIERREZ, L.R.; VAZQUEZ,
M.; RADILLA, C. 2015. perspectiva
actual para la salud humana. Rev. chilena de nutricion.
42(2):206-212.
http://dx.doi.org/10.4067/S0717-75182015000200014

Antioxidantes:

10. DOROTEO, V.H.; DIAZ, C; TERRY, C,; ROJAS, R. 2013.
Compuestos fendlicos y actividad antioxidante in vitro de 6
plantas peruanas. Rev. Soc. Quim. Perd. 79(1):13-20.

11. ERCISLIL, S.; CORUH, I.; GORMEZ, A.; SENGUL, M. 2008.
Antioxidant and antibacterial activities of Portulaca oleracea 1.
grown wild in Turkey. Ital. J. Food Sci. 20(4):533-542.

12. FAVARI, L. ARCE-DIAZ, C; ORTIZ-MARTINEZ,
J, PABLO-PEREZ, S; SOTO, C; MELENDEZ-
CAMARGO, M.E. 2013. Hepatoprotective and antioxidant
effects of Taraxacum offinale against carbon tetrachloride
induced acute hepatic damage in the rat. Revista Mexicana
de Ciencias Farmacéuticas. 44(4):53-61.

13. GARRIDO, G.; ORTIZ, M.; POZO, P. 2013. Fenoles y
flavonoides totales y actividad antioxidante de extractos
de hojas de Lampaya medicinalis . Phil. ]. Pharmacy &
Pharmacognosy Research. 1(1):30-38.

14. GHASEMZADEH, A.; JAAFAR, H.; RAHMAT, A. 2010.
Antioxidant activities, total phenolics and flavonoids content
in two varieties of malaysia young ginger (Zingiber officinale
Roscoe). Molecules. 15(6):4324-4333.
https://doi.otg/10.3390/molecules15064324

15. GONZALEZ, B; MORA, M,; CLAVIJO, M. 2001. Estudio
etnobotanico de las plantas medicinales empleadas por
la comunidad rural de Zaque-municipio de Gacheta,
Cundinamarca. Tecné, episteme y didaxis: TED. 9:35-43.
https://doi.otg/10.17227/ted.num9-5621

16. HINNEBURG, I.; DAMIEN DORMAN, H.J.; HILTUNEN,
R. 2006. Antioxidant activities of extracts from selected
culinary herbs and spices. Food Chemistry (Paises Bajos).
97(1):122-129.
https://doi.otg/10.1016/j.foodchem.2005.03.028

17

18

19

20.

21.

22

23.

24

25.

26

. IVANOV, 1.G. 2014. Polyphenols content and antioxidant

activities of Taraxacum officinale TH Wigg (Dandelion)
leaves. Internal J. Pharmacognosy and Phytochemical Res.
6(4):889-893.

. KIM, D.G;; SHIN, J.H.; KANG, M.J. 2018. Antioxidant and

anti-inflammatory activities of water extracts and ethanol
extracts from Portulaca oleracea L. The korean Society of
Food Preservation. 25(1):98-1006.
https://doi.otg/10.11002/kjfp.2018.25.1.98

. MAGALHAES, I.; ALMEIDA, I; BARREIROS, I.; REIS,

S.; SEGUNDQO, M. 2012. Automatic aluminum chloride
method for routine estimation of total flavonoids in red
wines and teas. Food Analytical Methods (Estados Unidos).
5:530-539.

https://doi.otg/10.1007/512161-011-9278-1

MARQUEZ ROSALES, J; GALVAN VALENCIA, M
DURON TORRES, S; FLORES MORALES, V. 2012.
Contenido de polifenoles y actividad antioxidante de
extractos de siempreviva. Investigacion Cientifica. 6(2):2-7.

MARTIN, D.A. 2018. Los Un
acercamiento a su biosintesis, sintesis y actividad biolégica.
Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. 9(1):81-104.
https://doi.otg/10.22490/21456453.1968

compuestos fendlicos:

. NASSRULLAH, S. 2015. Evaluation of antibacterial and

antioxidant activity of ginger rhizome and ziziphus leaves
salma. Internal ] PharmTech Research. 7(4):554-559.

NAVARRO-HOYOS, M.; ALVARADO-CORELLA, D;
MOREIRA-GONZALEZ, 1.; ARNAEZ-SERRANO, E.;
MONAGAS-JUAN, M. 2018. Polyphenolic composition
and antioxidant activity of aqueous and ethanolic extracts
trom Uncaria tomentosa bark and leaves. Antioxidants. 7(5):65.
https://doi.otg/10.3390/antiox7050065

. OLIVEIRA, 1; VALENTAOQ, P; L.OPES, R.,; ANDRADE,

PB,; BENTO, A.; PEREIRA, J.A. 2009. Phytochemical
characterization and radical scavenging activity of Portulaca
oleraceae 1. leaves and stems. Microchemical J. 92(2):129-134.
https://doi.otg/10.1016/j.microc.2009.02.006

PABON, L.C.; RODRIGUEZ, M.F; HERNANDEZ-
RODRIGUEZ, P 2017. Plantas medicinales que se
comercializan en Bogota (Colombia) para el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Bol. Latinoam. y del Caribe de
Plantas Medicinales y Aromaticas. 16(6):529-546.

. PADURET, S.; AMARIEL S.; GUTT, G.; PISCUC, B. 2016.

The evaluation of dandelion (Taraxacum officinale) properties
as a valuable food ingredient. Romanian Biotechnological
Letters. 21(3):11569-11575.


https://doi.org/10.1007/s13197-019-03978-1
http://dx.doi.org/10.4067/S0717-75182015000200014
https://doi.org/10.3390/molecules15064324
https://doi.org/10.17227/ted.num9-5621
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.03.028
https://doi.org/10.11002/kjfp.2018.25.1.98
https://doi.org/10.1007/s12161-011-9278-1
https://doi.org/10.3390/antiox7050065
https://doi.org/10.1016/j.microc.2009.02.006
https://doi.org/10.22490/21456453.1968

8 Hernandez-Moreno, L.V.; Salazar, J.R; Pabon, L.C.; Herndndez-Rodriguez, P.: compuestos fendlicos antioxidantes

27. PALOMINO, LR.; GARCIA, CM,; GIL, J-H.; ROJANO,
B.A.; DURANGO, D.IL. 2009. Determination of phenolic
content and evaluation of antioxidant activity of propolis
from antioquia (Colombia). Vitae. 16(3):388-395.

28. PARIKH, B.; PATEL, V.H. 2017. Quantification of phenolic
compounds and antioxidant capacity of an underutilized
Indian fruit: Rayan [Manilkara hexandra (Roxb.) Dubard].
Food Science and Human Wellness. 6(1):10-19.
https://doi.otg/10.1016/j.£shw.2016.11.002

29. PEREZ-ALONSO, N,; JIMENEZ, E. 2011. Produccién de
metabolitos secundarios de plantas mediante el cultivo in
vitro. Biotecnologfa vegetal. 11(4):195-211.

30. PEREZ-JARAMILLO, C.C; SANCHEZ-PERALTA, W.F;
MURILLO-ARANGO, W; MENDEZ-ARTEAGA, JJ.
2017. Accién antioxidante conjunta de extractos etandlicos
de Mollinedia lanceolata, Croton leptostachyns y Siparuna sessiliflora.
RACCEFYN. 41(158):64-70
http://dx.doi.org/10.18257 /raccefyn.425

31. PEREZ-JIMENEZ, J; SAURA-CALIXTO, E 2007
Metodologia para la Evaluaciéon de Capacidad Antioxidante
en Frutas y Hortalizas. V Congr Iberoam Tecnol postcosecha
y agroexportaciones. 1150-1160.

32. PILUZZA, G.; BULLITTA, S. 2011. Correlations between
phenolic content and antioxidant properties in twenty-
four plant species of traditional ethnoveterinary use in the
Mediterranean area. Pharmaceutical Biology. 49(3):240-247.
https://doi.otg/10.3109/13880209.2010.501083

33. RETUERTO-FIGUEROA, M.G; RAMOS-LICA, E,;
GORRITI-GUTIERREZ, AR, GALLARDO-JUGO,
T.; ORTEGA-ROMERO, E.; CALIXTO-COTOS, M.,
COSQUILLO-RAFAEL, M.; FUERTES-RUITON, C,
QUISPE-JACOBO, F; VILLAFUERTE-MONTES, U.
2020. Estudio farmacognéstico, antioxidante y citotoxico

de Sinningia warmingii “papa madre”. Revista de Toxicologfa.
37(1):6-10.

34. SANABRIA GALINDO, A. 1983. Analisis Fitoquimico
Preliminar: metodologia y su aplicacion en la evaluacion de
40 plantas de la familia compositae. Universidad Nacional de
Colombia. Bogota. 113p.

35. SHALABY, E.; SHANAB, S. 2013. Comparison of DPPH and
ABTS assays for determining antioxidant potential of water
and methanol extracts of Spirulina platensis. Indian J. Geo-
Marine Sciences. 42(5):556-564.

36. SIERRA, L. 2016. Estrategias de investigaciéon para el
tratamiento de Alzheimer con antioxidantes polifendlicos.
Revista de 1a academia colombiana de ciencias exactas, fisicas
y mnaturales. 40(157):608-620. https://doi.otg/10.18257/
raccefyn.408

37. SOTO-VASQUEZ, M.R. 2015. Metabolitos secundatios,
cuantificacién de fenoles y flavonoides de extractos
etanodlicos de propoleos de tres localidades del Perd. In
Crescendo (Perd). 6(2):22-32.

38. TOHMA, H.; GULCIN, 1; BURSAL, E.; GOREN, A.C;
ALWASEL, S.H.; KOKSAL, E. 2017. Antioxidant activity
and phenolic compounds of ginger (Zingiber officinale Rosc.)
determined by HPLC-MS/MS. J. Food Measutement and
Characterization. 11(2):556-5606.
https://doi.otg/10.1007/s11694-016-9423-z

39. TRONCOSO, L.; GUIJA, E. 2005. Propiedades antioxidantes
del perejil (Petroselinum sativum). Rev. Sociedad Quimica del
Peru. 71(2):99-106.

40. WOJDYLO, A, OSZMIANSKI, J; CZEMERYS, R. 2007.
Antioxidant activity and phenolic compounds in 32 selected
herbs. Food Chemistry. 105(3):940-949.
https://doi.otg/10.1016/j.foodchem.2007.04.038


https://doi.org/10.1016/j.fshw.2016.11.002
http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.425
https://doi.org/10.3109/13880209.2010.501083
https://doi.org/10.1007/s11694-016-9423-z
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.04.038
http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.408
http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.408

Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica
Enero-Junio 2022-Volumen 25 No. 1:¢1947

ISSN: 2619-2551 en linea

ISSN: 0123-4226 impreso

Check for
updates

http://doi.org/10.31910/rudca.v25.n1.2022.1947

Prioridades de atencion en zonas rurales en escenarios
posconflicto: un analisis de mineria de texto

Attention priorities in rural areas in post-conflict scenarios: a
text mining analysis

Diana Maria Gutiérrez-Zapata®

: Mario Fernando Cerén-Mufioz™*

: Rolando Barahona-Rosales®

'Universidad de Antioquia-UdeA, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion Agrociencias, Biodiversidad y Territorio -
GAMMA. Medellin - Antioquia, Colombia; e-mail: dianam.gutierrez@udea.edu.co; mario.ceron@udea.edu.co
*Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo CIPAV. Medellin - Antioquia, Colombia; e-mail: rbarahonar@

unal.edu.co
*autor de correspondencia: mario.ceron@udea.edu.co

Como citar: Gutiérrez-Zapata, D.M.; Cerén-Mufioz, M.F.; Barahona-Rosales, R. 2022. Prioridades de atencién en zonas rurales en escenarios
posconflicto: un andlisis de mineria de texto. Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 25(1):e1947. http://doi.org/10.31910/rudca.v25.n1.2022.1947

Articulo de acceso abierto publicado por Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica, bajo una Licencia Creative Commons CC

BY-NC 4.0

Publicacién oficial de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, Institucién de Educacion Superior Acreditada de Alta

Calidad por el Ministerio de Educacion Nacional.

Recibido: mayo 4 de 2021 Aceptado:

RESUMEN

Las herramientas automatizadas de andlisis de texto resumen
grandes volimenes de informacién y permiten generar, de forma
eficiente, conocimiento a partir de datos desestructurados, como
las opiniones. El objetivo de este trabajo fue identificar prioridades
en comunidades afectadas por el conflicto armado, utilizando
ejercicios participativos de 13 municipios de Antioquia, Colombia.
Se analizaron 15.534 opiniones, de 9.765 personas; tras una
limpieza de texto, se describié el uso, la asociacion, la diferenciacién y
la importancia de los términos, segiin los enfoques temdticos y
tipos de opinién expresados, utilizando minerfa de texto en R. Se
encontrd que las prioridades giraban en torno a la disponibilidad de
infraestructuras, dotacién e insumos, ya que eran las problemdticas
mds mencionadas por las comunidades y correspondia con la realidad
territorial; por otra parte, las oportunidades estaban representadas,
principalmente, por los recursos naturales y humanos. El andlisis de
minerfa de texto del ejercicio participativo permitié identificar las
prioridades de las comunidades, a nivel socioeconémico, de forma
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satisfactoria; sin embargo, la preparacién de la informacién requiere
mucho trabajo y los resultados se deben revisar cuidadosamente,
para asegurar su coherencia. Que la informacién pueda ser analizada
por agentes externos a la coleccién de datos, representa otra ventaja
de esta herramienta.

Palabras clave: Minerfa de texto; Participacién ciudadana;
Comunidades; Desarrollo rural; Territorio.

ABSTRACT

Automated text analysis tools summarize large volumes of
information and allow efficient generation of insights from
unstructured data such as opinions. The objective of this work
was to identify priorities in communities affected by the armed
conflict using participatory exercises in 13 municipalities of
Antioquia, Colombia. 15,534 opinions from 9,765 people were
analyzed. After a text cleaning, the use, association, differentiation
and importance of the terms were described according to the
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thematic approaches and types of opinion expressed using text
mining in R. It was found that the priorities revolved around the
availability of infrastructures, endowment and inputs, since they
were the most mentioned problems by the communities, and that
this corresponded to the territorial reality. On the other hand,
the opportunities were mainly represented by natural and human
resources. The text mining analysis of the participatory exercise
allowed to identify the priorities of the communities at the socio-
economic level in a satisfactory way. However, the preparation of
the information is labor intensive and the results must be carefully
reviewed to ensure consistency. Another advantage of this tool is
that the information can be analyzed by external agents to the data
collection.

Keywords: Text mining; Citizen participation; Communities; Rural
development; Territory.

INTRODUCCION

En la era moderna existe tal cantidad de informacién disponible
que se requiere, cada vez, mayor capacidad de procesamiento y
de eficiencia en el andlisis, de modo que se pueda extraer la parte
valiosa, para convertirla en una herramienta utl, que permita
mejorar procesos de toma de decisiones en diferentes dmbitos, ya sea
gubernamental, empresarial, ciencia y comunicacién y otros (Kaushik
& Naithani, 2016; Marcano Aular & Talavera Pereira, 2007); sin
embargo, la eficiencia de andlisis se verfa comprometida si dependiera
tnicamente del factor humano, ya que estaria sujeta a limitaciones
de tiempo y de capacidad, para detectar patrones y correlaciones o
sesgos de interpretacién (Humhpreys & Wang, 2018). De ahi, la
importancia de contar con métodos automatizados, que permitan
generar conocimiento a partir de grandes volimenes de datos, de
forma imparcial, incluso, si se presentan en formato de texto.

En las ciencias sociales, aunque el andlisis automatizado de texto no
puede reemplazar el entendimiento humano producto de una lectura
profunda y consciente, es una herramienta de asistencia esencial para
los investigadores (Grimmer & Stewart, 2013; Németh & Koltai,
2021; Nguyen et al. 2020). Por ejemplo, la minerfa de texto es una
técnica que permite resumir rdpidamente informacién en lenguaje
natural, con poca o nula estructura, como discusiones o reflexiones,
en elementos cuantificables mds estructurados, permitiendo observar
relaciones e identificar patrones existentes en esta (Feldman & Sanger,
2006; Jae-Hyuck ez al. 2022). Esto permite suponer que serfa una
opci6n adecuada para el andlisis de informacién derivada de procesos
participativos, como los diagnésticos comunitarios o la planificacién
rural, donde la informacién relevante u objetivo, se encuentra inmersa
en diversidad de opiniones y reflexiones de estructura incipiente.

Los ejercicios participativos permiten conocer la realidad social desde
la reflexién y el andlisis por parte de los individuos que la vivencian
(Munoz Wilches, 2012). Incluir a la poblacién en la identificacién
de sus problemas y en la elaboracién de estrategias de solucién es
fundamental para la satisfaccién de sus necesidades (Lagunas-Vizquez
et al. 2008). El proceso participativo es importante ya que, segiin
Irvin & Stansbury (2004), promueve el aprendizaje, la construccién

de confianza y de alianzas estratégicas entre gobierno y ciudadanos,
la disminucién de la hostilidad y la obtencién de la legitimidad de
las decisiones.

Levantar informacién, a través de un proceso participativo, requiere,
tanto de recursos humanos como financieros; sin embargo, en
clertas situaciones, un limitante importante puede ser el acceso a
los territorios y, especialmente complejo, en regiones afectadas por
conflictos armados, donde los espacios participativos y la informacién
relacionada con éstos, son escasos o coartados (Dajer Barguil, 2017;
Mufioz Wilches, 2012). Este es el caso de muchas zonas rurales en
Colombia, un pais que ha vivido el conflicto armado por mds de 50
afios y que, en 2016, observé cdmo el gobierno y uno de los principales
grupos revolucionarios firmaron un acuerdo para la terminacién del
conflicto y la construccién paz (Gobierno de la Republica de Colombia
& FARC-EP, 2016). Esto habilité el ingreso a los territorios para
involucrar a los pobladores en un gran proceso participativo rural de
orden nacional, con el propésito de aportar informacién para el disefio
de las estrategias y planes de implementacién, que permitieran cumplir
los compromisos de desarrollo pactados en el acuerdo (ART, 2020).

Participaciéon ciudadana en el posconflicto en Colombia. En
Colombia, la administracién centralizada de los recursos y los
problemas estructurales del sector rural han puesto en desacuerdo a
comunidades y gobierno, coartando la participacion de las primeras,
en la toma de decisiones, en la construccién de politicas puiblicas y
distancidndolas cada vez mds del Estado (Madridejos Ornilla & Salinas
Coy, 2018). Por ello, para la reactivacién econdmica y social de las
zonas més afectadas por el conflicto armado en el pais, como indica
el acuerdo, era necesario entender las necesidades de las comunidades
desde enfoques basados en las experiencias y las perspectivas que tienen
estas de sus territorios, de modo que fuera posible brindarles soluciones
efectivas (Maldonado, 2016).

Se planted un escenario de participacién permanente y activa de
la poblacién en la elaboracién de los planes y los programas locales
de desarrollo rural en el marco del pos-acuerdo, de modo tal, que
esta dejarfa de ser un beneficiario pasivo y se convertirfa en uno con
capacidad de gestionar su propio avance. La planificacién participativa
iniciada de abajo hacia arriba se harfa realidad, a través de la construccién
de los Programas de Desarrollo con Enfoque Territorial (PDET), eje
central para la construccién de paz en los territorios mds afectados por
el conflicto (Decreto 893 de 2017 del MADR, 2017). La Agencia
de Renovacién del Territorio ART guio el ejercicio participativo, que
incluyd, ademds de los pobladores, entidades territoriales, autoridades
étnicas, organizaciones sociales o comunales y el sector privado (ART,
2018)

Mis de 200 mil personas participaron en la totalidad del proceso (fases
veredal, municipal y subregional), a lo largo del pais, entre 2017 y
2019 (ART, 2020) y 9.765, durante la fase veredal en la subregién
PDET Bajo Cauca y Nordeste Antioquefio (ART & Presidencia
de la Republica, 2018). En un escenario de didlogo, de reflexién
y de reconocimiento de la realidad de los territorios, durante la fase
veredal, las comunidades exteriorizaron sus opiniones en torno a las
oportunidades y las problemdticas existentes, en relacién con temdticas,
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como educacién, salud, produccién agropecuaria, ordenamiento
territorial, infraestructura y vivienda, asf como la construccién de una
nueva vision territorial e iniciativas para alcanzarla (Chavarria et /.

2017).

Esas opiniones son la fuente de informacién de este trabajo, que
es importante no solo porque brinda la oportunidad a esas voces
de trascender la barrera institucional y ser escuchadas por el resto
de la sociedad, sino porque constituye informacién necesaria para
determinar la articulacién entre las necesidades y prioridades de
una comunidad y los planes y estrategias de atencién planteados
y ejecutados, en el gobierno de turno. El objetivo de este trabajo
fue identificar las prioridades de comunidades afectadas por el
conflicto armado, utilizando, para ello, un andlisis de minerfa de
texto y tomando, como caso de estudio, los ejercicios participativos
realizados en una subregién de Antioquia, Colombia, durante 2018.
Este trabajo sirve de insumo para el disefio de politicas publicas de

desarrollo rural en el periodo del pos-acuerdo en el pais.
MATERIALES Y METODOS

Se depuraron, mediante una limpieza de texto, 15.534 opiniones,
de 9.765 habitantes, de 13 municipios de la subregién PDET Bajo
Caucay Nordeste Antioqueno (Figura 1), utilizando, principalmente,
el paquete tm (Feinerer & Hornik, 2018), del software R (R Core
Team, 2020). Las opiniones se encontraban previamente divididas
en 3 tipos: Problemdtica (PRO), Oportunidad (OPO) y Preiniciativa
(PRE) y estaban focalizadas en 8 pilares de atencién PDET: 1)
Educacién y primera infancia rural (ERPI); 2) Infraestructura y
adecuacidn de tierras (IAT); 3) Ordenamiento social de la propiedad y
uso del suelo (OTUS); 4) Reconciliacién, convivencia y paz (RCCP);
5) Reactivacién econémica y produccion agropecuaria (REPA); 6)
Salud rural (SR); 7) Sistema de garantia del derecho a la alimentacién
(SGDA) y 8) Vivienda, agua potable y saneamiento (VAS).

Figura 1. Municipios priorizados para su atencion en la subregién PDET Bajo Cauca y Nordeste Antioquefo.

La informacién relevante contenida en las opiniones se describié
utilizando mineria de texto (Feinerer & Hornik, 2018), mediante
el andlisis del uso, importancia, asociacién y diferenciacién de los
términos (palabras), teniendo en cuenta una agrupacién que inclufa
el pilar y tipo de opinién. Se realizé una lectura pormenorizada del
contenido para contextualizar, de forma mds precisa, los resultados.
Para analizar el uso de los términos, se calcularon sus frecuencias
relativas y, con base en esto, se seleccionaron los cinco primeros
por pilar y tipo de opinidn, sin tener en cuenta palabras vacias
(por ejemplo, articulos, preposiciones o conjunciones), nombres
propios, nimeros o adjetivos; variantes de una misma palabra (por

ejemplo, variantes de género, morfologfa, niimero o tiempo verbal);
se representaron mediante un solo término. El tamafio del ranking
(5) se definié con base en la adecuada visualizacién de los datos.

En el andlisis de asociacién, se utilizdé la matriz documentos-
términos (representacion matricial de los documentos de un texto y
los términos existentes en él) y se calculé la correlacién de Pearson
de las cinco palabras més frecuentes con el resto de los términos
en el texto, por medio de la funcién findAssocs del paquete tm
(Feinerer & Hornik, 2018). Para cada palabra frecuente, se
seleccioné un méximo de cinco palabras asociadas (aquellas con
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las correlaciones mds altas en un rango de 0,1 a 1), en cada tipo de
opinidn observado.

El anilisis de términos diferenciados se hizo mediante el cédlculo
del logaritmo de la razén de posibilidades (LOR, por sus siglas en
inglés), siguiendo la ecuacién presentada por Silge & Robinson
(2020):

n+1

LOR = In [total +1

n+1
total + 1

] grupo 1

] grupo 2

Donde, n es el nimero de veces que un término es usado por cada
grupo (OPO o PRO) y total es el nimero total de términos que usa
cada grupo. Un valor de LOR > 0 indica que hay mayor
probabilidad de que el término sea usado en OPO, mientras que
con LOR < 0 hay mayor probabilidad de ser usado en PRO.

La importancia de los términos en el texto (p), se calculé mediante
el mérodo frecuencia del término-frecuencia inversa del documento
o TF-IDF, por sus siglas en inglés, como lo indicaron Montiel Soto
et al. (2009):

p(©) = £x1n (1)

j

Donde, la importancia de un término en un documento , es el
producto entre la frecuencia relativa del término en el documento
y el logaritmo natural de la razén entre el nimero de documentos
en el conjunto de datos y el niimero de documentos donde aparece
el término . La ponderacién TF-IDF asigna un alto peso a un
término, si se produce con frecuencia, en un documento especifico,
pero, rara vez, en la coleccién completa; sin embargo, si el término
ocurre pocas veces en el documento o aparece pricticamente en
todos ellos, disminuye el peso asignado por la ponderacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 15.534 opiniones expresadas en los ejercicios participativos,
37,01 % (5.749) fueron tipo PRO; 24,06 % (3.738), OPO y 38,93
% (6.047), PRE. Debido a que las PRE se formulaban con base en
las PRO expresadas, ambas proporciones son mds cercanas, al igual
que sus resultados, ya que solo se pas6 de la manifestacién de una
situacién o condicidn a la proposicién de acciones para su solucion.
Por ello, el tipo de opinién PRE solo serd abordado directamente
en la discusidn.

Las palabras mds frecuentemente mencionadas en cada pilar por
tipo de opinién (top 5), se observan en las figuras 2 y 3. Algunos
términos, como educar, tierra, alimentacién, salud y vivienda,
sobresalen entre los 5 términos mds frecuentes en todos los tipos
de opinién, porque se refieren directamente al foco temdtico de
los pilares; sin embargo, al evaluar la importancia de los términos,

Figura 2. Palabras mds frecuentes en oportunidad (OPO, puntos azules) y problemdtica (PRO, puntos rojos) para los pilares del PDET:
educacién y primera infancia rural (ERPI), sistema de garantia del derecho a la alimentacién (SGDA), salud rural (SR) y vivienda, agua
potable y saneamiento (VAS), en las subregiones Bajo Cauca y Nordeste Antioquefio.
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Figura 3. Palabras mds frecuentes en oportunidad (OPO, puntos azules) y problemdtica (PRO, puntos rojos) para los pilares de atencién

PDET: infraestructura y adecuacién de tierras (IAT), ordenamiento social de la propiedad y uso del suelo (OTUS), reconciliacidn,

convivencia y paz (RCCO) y reactivacién econémica y produccion agropecuaria (REPA), en las subregiones Bajo Cauca y Nordeste

Antioqueno.

aquellos con presencia en varios pilares, como agua, tierra o
asistir, muy frecuentes en IAT, OTUS, REPA, SGDA y VAS,
fueron menos importantes, mientras que otros mds especificos,
como educar, salud, alimentacién o paz, se conservaron en los 5
primeros lugares. Las frecuencias, segtin el tipo de opinién, indican
la connotacién mds positiva o negativa de ciertas temdticas en los
pilares, como es el caso de agua en IAT, OTUS y REPA; conciliar
y convivencia, en RCCP; asociacién y conocer, en REPA versus
acceso, en IAT y OTUS; victima y reparacién, en RCCP y estado,
en AT y VAS.

Al unir las palabras mds frecuentes y sus términos asociados,
se forma un panorama mds claro de las ideas expresadas por las
comunidades. Es asi, como se pudieron identificar prioridades,
a nivel social, en educacién, paz, alimentacién, salud y vivienda,
debido a las PRO, como baja calidad de la educacién y deficiente
estado de la infraestructura educativa; desconocimiento del Acuerdo
Final y falta de reconocimiento y reparacién de victimas; politicas
y programas de seguridad alimentaria ineficientes; deficiente
atencién en salud y pobre estado de infraestructuras, dotacién y
funcionalidad; necesidades en cuanto a tratamiento, calidad y
disponibilidad de agua, deficiente estado de las viviendas y carencia
de saneamiento bdsico, entre otras.

En el aspecto econdmico, las prioridades identificadas fueron el
deficiente estado de la infraestructura vial y la falta de conectividad

para las comunicaciones; la escasa formalidad en la posesién
de tierras, asi como el poco acceso a créditos y subsidios para la
produccidn; la falta de canales de comercializacién, puntos de
acopio o la existencia de intermediarios; escasez o imposicién de
proyectos productivos; limitantes econémicas y poca asistencia
técnica, permanente e integral.

Al observar indicadores que evaldan aspectos indispensables para
el bienestar humano y el desarrollo social, como la alimentacién,
la educacién y la salud (PNUD & ONU Mujeres, 2016), es claro
que estos resultados son coherentes con las PRO expuestas por las
comunidades; por ejemplo, segiin informacién de la Gobernacién
de Antioquia (2017), los puntajes para el drea rural del indice
multidimensional de condiciones de vida y el indice de calidad
de vida fueron entre bajos y moderados, variando entre 23,94
(Remedios) y 32,09 (Bricefio), para el primer indice y entre 41,7 (El
Bagre) y 59,59 (Segovia), para el segundo. Las mejores condiciones
o calidad de vida se representan con valores cercanos a 100.

Asimismo, segin el censo de poblacién y vivienda de 2018 (DANE,
2019), el tinico municipio del drea de estudio que estuvo por debajo
del 60 % de personas en situacién de pobreza multidimensional
fue Remedios, con 49,4 %, el resto de ellos variaron entre 62 %
(Tarazd) y 71,1 % (El Bagre). Remedios fue el dnico municipio
con un porcentaje de personas en necesidades bésicas insatisfechas
(NBI) <30% (28,69 %), mientras que para el resto varié entre 30,16
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% (Valdivia) y 67,3 % (Nechi). Estos resultados no sorprenden si se
tiene en cuenta que la priorizacién de los municipios PDET incluyé
criterios, como altos niveles de pobreza y grado de afectacién por
el conflicto.

En cuanto a las OPO mds mencionadas, a nivel social, se
identificaron la disponibilidad de espacios para escenarios de
recreacién y deporte, presencia de entidades educativas, gratuidad y
personal docente calificado; el deseo y la voluntad de los pobladores
para trabajar por la conciliacién y buena convivencia; la disposicién
de tierras fértiles para la produccidn de autoabastecimiento y de
pequena escala; la presencia de personal calificado o en proceso de
capacitacion para la atencién de los servicios de salud bdsicos; la
abundancia de recursos naturales y humanos para construccién y
mejora de viviendas e infraestructuras de saneamiento bésico.

En el aspecto econdmico, las OPO estuvieron especialmente
concentradas en los recursos naturales y humanos. Las comunidades
de los nucleos veredales consideraron su riqueza hidrica, como
uno de los bienes mds importantes con los que cuentan, ya sea
como materia prima para la adecuacién, produccién de las tierras
o la construccién. La posesion de tierras fértiles (aun si no es
formalmente) y las capacidades y conocimientos necesarios para
trabajarlas, asf como el reconocimiento de la importancia de tener,
crear o fortalecer las asociaciones productivas, también fueron
resaltadas.

Nuevamente, lo manifestado por las comunidades concuerda con
lo observado en el territorio, ya que 35,72 % de este son bosques

naturales y hay mds de 450 mil hectdreas en 4reas protegidas;
existe, tanto variedad agroclimdtica como de suelos y gran
potencial forestal y de turismo ecoldgico y rural (DANE, 2016;
Gobernacién de Antioquia, 2018; ADR ez al. 2019). La riqueza y
oferta hidrica es alta, por lo que mds del 68 % del Departamento es
poco vulnerable al desabastecimiento de agua (Secretaria del Medio
Ambiente de la Gobernacién de Antioquia & EPM, 2018). A nivel
humano, los pobladores se caracterizan por su solidaridad y mayor
inclinacién a la accién colectiva y a confiar en los demds, de lo que
se observa, a nivel nacional y en Latinoamérica (Méndez Méndez
& Casas-Casas, 2017). En las dreas rurales, sobresale la cultura de
organizacién social y comunitaria y la resiliencia de los pobladores
(ADR et al. 2019).

La divergencia entre lo que se resaltd, generalmente, como OPO y
PRO (Figuras4y 5), fue atin més evidente en el andlisis de las palabras
mis diferenciadas (top 5). Las palabras de OPO hacfan referencia a
atributos de los pobladores, como la disposicidn, el deseo, el interés
o la capacidad para realizar alguna actividad y a caracteristicas de la
regién, como diversidad, riqueza, fertilidad y materia prima, entre
otras. Mientras que en el tipo PRO, los términos més diferenciados
indicaban necesidades especificas, como fue el caso de analfabeta
en el pilar ERPI, desnutricién en el SGDA, medicamento en el
pilar SR y violencia en el RCCD, entre otros. Esto quiere decir, que
los pobladores ven sus oportunidades de forma general, a través
de todos los pilares, pero pueden identificar sus problemdticas con
nombre propio en cada uno de ellos.

Figura 4. Palabras mds diferenciadas como oportunidades (OPO, puntos azules) y problemdticas (PRO, puntos rojos) en los pilares PDET:
educacién y primera infancia rural (ERPI), sistema de garantia del derecho a la alimentacién (SGDA), salud rural (SR) y vivienda, agua
potable y saneamiento (VAS), en las subregiones Bajo Cauca y Nordeste Antioquefio.
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Figura 5. Palabras mds diferenciadas como oportunidades (OPO, puntos azules) y problemdticas (PRO, puntos rojos) en los pilares del
PEDET: infraestructura y adecuacién de tierras (IAT), ordenamiento social de la propiedad y uso del suelo (OTUS), reconciliacidn,
convivencia y paz (RCCP) y reactivacién econdémica y produccién agropecuaria (REPA), en las subregiones Bajo Cauca y Nordeste

Antioqueno.

A partir de este trabajo, se observé que, durante la fase veredal,
las comunidades si identificaron problemdticas concretas y no
solo generales, como indica Ramirez Sarmiento (2021), aunque,
ciertamente, muchos de estos planteamientos fueron generalizados
en las iniciativas del Plan de Accién para la Transformacién Regional
(PATR). EI PATR es el producto final de todos los ejercicios de
participacién en la construccién de los PDET y condensa el tipo
de opinién PRE en 86 iniciativas, para los 13 municipios de la
subregién (ART & Presidencia de la Republica, 2018).

De forma general, las iniciativas del PATR abarcaron, en el aspecto
econdmico, la construccién y el mejoramiento de vias, puentes y
medios fluviales, propuestas para el acceso y la formalizacién de
tierras, la generacién y financiacién de proyectos productivos, el
fortalecimiento de asociaciones y cadenas productivas, proyectos
de conservacién y fomento de los bienes naturales, entre otros. En
el aspecto social, entre muchos otros, se tuvo en cuenta el acceso
a servicios publicos, la conectividad (Internet), la atencién en
salud (urgencias y especializaciones), la educacién superior y los
programas de atencién a primera infancia, madres gestantes y al
adulto mayor.

El PATR, también priorizé el fortalecimiento institucional, la
proteccién y garantia de derechos para lideres sociales, defensores
de derechos humanos, nifios, mujeres y poblaciéon LGBTI, el
fortalecimiento de la justicia y de los mecanismos de conciliacidn,
asi como de los programas de reparacién a victimas y desminado
(ART & Presidencia de la Republica, 2018). En las distintas

iniciativas, se distinguieron enfoques étnicos, diferenciales y de
género.

Valencia Agudelo & Restrepo-Cano (2020) observaron que en los 16
PATR generados, a nivel nacional, se priorizaron, principalmente,
iniciativas relacionadas con infraestructura, lo que indica que, al
igual que en el 4rea de estudio, estas problemdticas también estin
entre las mds mencionadas por los habitantes de las diferentes
subregiones y esto corresponde con su situacion de vulnerabilidad.

En cuanto a la implementacién, para el primer semestre de 2020, se
habian gestionado menos del 10 % de las iniciativas priorizadas en
la subregion; se observan avances en la conectividad a Interneg, la
ejecucién de proyectos productivos y formalizacién de tierras, pero
preocupa la situacion de seguridad (ART, 2020; ART, 2021b). A
nivel nacional, se ha identificado mayor avance en pequefias obras
de infraestructura que en aquellas que puedan marcar la diferencia
en la calidad de vida de las personas, como infraestructura
vial, hospitalaria o de servicios publicos bdsicos; esto obedece,
principalmente, a la falta de recursos o a la ambigiiedad sobre el
origen y destino especificos de las fuentes de financiacién (Garcia
Giraldo, 2020).

Aunque involucrar a las comunidades en la planeacién territorial
resulta favorable y deseable para el desarrollo, el no cumplir
con las expectativas de éstas o relegar su participacién a una de
cardcter simbdlico, puede tener un efecto negativo en las relaciones
y la confianza, ya de por si frégiles, con el gobierno (Madridejos
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Ormnilla & Salinas Coy, 2018; Veldsquez er al. 2021). A pesar de
que en general existe un propdsito comun en los diferentes niveles
de gobierno para la construccién de paz e intervencién de los
territorios mds afectadas por el conflicto en Colombia (DNP, 2019;
Gobernacién de Antioquia, 2020), no existfa articulaciéon de las
politicas, planes y programas para el desarrollo de los territorios.
Esta situacién se esté corrigiendo actualmente, con la construccién
de una hoja de ruta, que permita dicha articulacién y con la que se
espera dar claridad sobre asuntos, como financiacién, cronograma,
responsabilidades y seguimiento (ART, 2021a).

Veldsquez ez al. (2021) convienen en que se puso sobre los PDET y
las comunidades a cargo de su deliberacién, toda la responsabilidad
transformadora, ignorando que los procesos participativos, por si
solos, no cuentan con tal capacidad y que depende, en gran parte,
de la voluntad politica del Estado, para intervenir los problemas
estructurales. En este sentido, Ramirez Sarmiento (2021) indica
que la capacidad de los PDET para transformar los territorios se
ha visto limitada por debilidades en su disefio y la falta de voluntad
politica y de accién sobre problemas estructurales. A pesar de ello,
con los avances actuales y un mayor impulso del Estado, si es
posible llegar a reducir la desigualdad en estos territorios (Naciones
Unidas, 2021).

La lectura que las comunidades hacen de su situacién en los
territorios no parece estar alejada de sus condiciones prevalentes.
Aunque se observan deficiencias en la satisfaccién de necesidades
basicas y calidad de vida de los pobladores, existe conciencia sobre
el valor actual y potencial de los territorios, a nivel fisico y humano,
lo que representa ventajas significativas para el impulso de las
economias y el desarrollo de los aspectos sociales, necesarios para el
progreso de la regidn.

En conclusién, el andlisis de minerfa de texto aplicado a la
informacién derivada de ejercicios participativos realizados en
el marco del posconflicto en Colombia facilitd encontrar la
informacién relevante contenida en las numerosas opiniones
estudiadas y permiti6 identificar las prioridades de las comunidades,
a nivel socioeconémico; sin embargo, la preparacién de la
informacién requiere mucho trabajo y los resultados se deben revisar
cuidadosamente, para asegurar su coherencia. Una ventaja adicional
observada fue la posibilidad de que este tipo de informacién pueda
ser analizada por agentes externos a la coleccién de datos, lo cual, es
importante cuando se desea analizar informacién antigua, o donde
no se cuenta con el apoyo de los operadores logisticos y facilitadores
de estos procesos.
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INTRODUCTION

In Colombia, agriculture is categorized as one of the major
sources of employment in the country. Coffee cultivation is one
of the sectors that employ the largest number of peasant families.
However, families dependent on this sector perform their work
informally, without quality working conditions or links to social
security and occupational risk system (Osorio-Quintero ef al.
2019).

The agricultural and livestock sectors are exposed to various
hazards derived from the activity, which can generate occupational
events (occupational injuries and occupational diseases). Among
the different hazards to which farmers are exposed are ergonomic
hazards directly related to musculoskeletal disorders due to
muscular and postural demands (Garzéon Duque e al 2017,
Jankelova ef al. 2017). In addition, there are skin disorders due
to the use of pesticides, stings, and bites of poisonous animals,
hazards of physical (UV), safety (mechanical), public (robberies,
muggings), and psychosocial origin (drug addiction, alcoholism,
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family violence), among others (Lépez-Aratjo & Osca Segovia,
2009; Gémez Yepes & Cremades Oliver, 2010; Ocampo & Osley
Garzén, 20106).

The department of Quindio is a coffee production area with a
diversity of crops, in addition to dairy and/or fattening cattle. It is
the smallest department of the continental territory of Colombia,
with a surface of 1,845 km’. The department has 12 municipalities
and 267 villages, of which 207 are coffee plantations with 6547
properties and approximately 5665 coffee growers, equivalent to 39
% of the rural area of the department (Paisaje Cultural Cafetero,
2021). The remaining area is distributed in other agricultural
products, such as cocoa, beans, corn, bananas, sorghum, soybeans
and yucca. Livestock farming also plays an important role in the
regional economy, with breeding, raising, and fattening goats,
sheep, pigs, and cattle.

According to the Food and Agriculture Organization of the United
Nations-FAQO, agriculture is one of the most hazardous sectors
in terms of occupational fatalities and illnesses, and non-fatal
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accidents. Daily workers face risks from activities such as operating
heavy machinery and equipment, lifting loads, and working with
animals. They are often exposed to extreme weather conditions,
noise, excessive vibrations, chemicals, infectious agents, dust, and
other organic substances. However, given the remote location of
rural areas, agricultural workers often lack access to the health
services, information, and training needed to adequately respond
to such health risks. Vulnerable groups are most affected by this
situation, including migrants, seasonal workers, the eldetly, women,
and children (FAO, 2022).

Based on this it can be stated that agriculture has three fundamental
pillars: economic, environmental, and social (Hurst ¢ al. 2007).
Therefore, it is necessary not to unprotect this sector as part of
the integral development of our department and country. The little
concern for the working conditions and the vulnerability of the
agricultural sector is reflected in the loss of capacity, injuries and
health problems of the population. If these issues are not taken
into account, they will continue to increase. Their consequences
directly affect the productivity, and health of the population as its
deterioration is greater compared to other productive sectors.

The objective of this research is to identify the occupational
hazards to which farmworkers, who work in agricultural and
livestock farms in the department of Quindfo, are exposed.

MATERIALS AND METHODS

Due to the similarity of tasks of the farmworkers, they were
organized into “groups of similar exposure” (GES). The grouping
of the GES was done first by observational method (subjective/
qualitative  assessment) followed by sampling (quantitative
characterization). Once the GES were formed, they were evaluated
to identify those in which the potential for exposure to the agent
represents a significant risk. In principle, the GES that have a higher
risk potential will require immediate attention: these are the so-called
critical GES, which will require complementary follow-ups, such as
greater representativeness in sampling or administrative or technical
controls to reduce exposure. Finally, all GES were prioritized (or
ranked) based on their potential risk (Bullock ez 4/ 2000).

A qualitative and quantitative observational descriptive study
was carried out. Given the similarity of tasks in the agricultural
sector, 82 farms were visited in 12 villages in 4 municipalities
(Buenavista, Pijao, Calarca and Armenia) and 139 workers
were surveyed, most of them being farm managers or
administrators (Table 1). The inclusion and exclusion criteria
were voluntary participation. Data on the identification of
occupational hazards were collected through a worker model
survey (self-reporting of working conditions). Their workday
was 12 hours a day from Monday to Saturday.

Table 1. Population characterization of farmworkers of Buenavista, Pijao, Calarca and Armenia-Quindio.

Item Number of workers

Gender:

Male 95

Female 44
Age (years):

Less than 25 27

25-35 17

36 - 45 60

46 - 55 18

More than 55 17
Grade of schooling:

Elementary school 97

High school 40

University 2
TOTAL 139

The results analysis plan was taken from the GTC 45 guide.
The inspections were carried out following the standard NTC
4114, as a control tool in the analysis of the information
collected through the self-reporting of working conditions,
and the guide GTC 45 for the identification of hazards and
risk assessment JCONTEC, 1997, ICONTEC, 2012).

The research was based on the regulations regarding occupational
health and safety of the Decree 1072 of the Ministry of Labor

(Mintrabajo, 2015). Besides, informed consent was used as part of
the suggestions of the Bioethics Committee of the University of
Quindio.

RESULTS AND DISCUSSION

It was detected that 32 % of the workers surveyed were female
head of household. All workers were economically active (18-55
years old); 43 % were between the ages of 36 and 45 years; 70 %
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of the workers only attended primary school; 29 % attended
secondary school and 1 %, studied at university.

The majority of workers did not own their own home (57 %) and
70 % had a marital union. Household expenses were equivalent
to 70 % of their income and only rent was equivalent to 30 % of
the income earned. 70 % earned the current legal minimum wage.
As for the type of housing, only 29 % had their housing (property
owners), 14 % lived in their family home (single) and the rest lived
in rented housing,

All respondents said they were exposed to chemical agents typical
of the agricultural sector (mainly pesticides, fungicides, and
antiparasitic agents). 72 % were exposed to physical agents such
as non-ionizing radiation (UV rays from outdoor work) and noise
(handling scythes, tractors), and to anti-ergonomic conditions such
as the stooped or bent back posture for many hours a day, as well
as repetitive movements of the upper limbs and postural overload
(handling heavyweights). 65 % were exposed to biological agents
such as mosquito bites, ticks, and spiders; 61 % were exposed to
dangerous energies such as mechanics (scythes and tractors), the
use of hand tools (combs, spades, saws, hammers.). They reported
having had incidents and even work accidents with moderate
consequences (several days of incapacity). 56 % stated that they
have no protection against theft and robbery (social risk), do not
have emergency plans, fewer emergency brigades or training for
emergency control and attention.

It was found that all the farms visited had sites for recreational
activities. However, 80 % of the farms did not have an occupational
health and safety management system or emergency plans.

The working population is exposed to inadequate safety
conditions. The conditions of the work areas are precursors to
generating work accidents. They also face the danger of operating
machinery and tools in poor condition. In general, there is a lack of
firefighting equipment and emergency plans. There is no evidence
of first aid kits or fire extinguishers. In addition, the workers are

constantly exposed to changes in temperature, heat, and cold, and
non-ionizing radiation from sunlight is present in all work areas
because they are working in open fields. Lighting is inadequate
when night work is carried out on the farm, as there is a notable
lack of sufficient lighting, which is directly related to the coffee

processing activity. Noise in the environment is evident when using
the pulping machines.

Regarding biological agents, it was found that in coffee crops
workers are exposed to pests such as coffee berry borer and coffee
rust. Likewise, workers involved in irrigation, fertilization, pruning,
fumigation, and harvesting are exposed to diseases and discomfort
due to exposure to these pests.

In all work areas, workers are constantly prone to physical and
postural overexertion due to the different tasks they must perform.
In general, their workday is monotonous. Working hours are long,
especially during harvest time. There are no active breaks on the

farms, which could lead to low yields and poor performance on the
part of the workers. Farmers and ranchers expressed the lack of
efforts to improve their working conditions.

Workers usually lift and transport loads, especially in coffee
harvesting, washing, and drying activities, repeatedly exceeding
the permissible levels. The loads that are generally handled range
between 60 and 70 kg in weight, with distances that vary between
100 and 500 meters from the harvesting site to the drying and
harvesting site to the transport vehicles. In addition, the lack of
knowledge of the correct way to handle loads causes the worker to
do it inadequately. Mechanical aids for transporting loads are also
very limited. The vast majority continue to handle them manually.

Fumigation activities, although not performed frequently, reflect
a great lack of knowledge on the part of the working population
regarding the handling of the substances used. This makes the
handling of these chemicals an unsafe act that implies a high risk
for the population.

The assessment and prioritization of the health and safety risks
identified during the visits are listed below.

Tillage activities for land preparation, planting, and
harvesting:

*  Mechanical: by the use of manual tools such as a hoe, shovel,
rake, plow, and machete, among others. Also, tools such as
scythes and chainsaws expose the worker to possible accidents
due to their handling;

e Physical: due to exposure to hot-cold temperatures, non-
ionizing radiation, noise, and vibrations from the use of
scythes and chainsaws.

* Biomechanical: posture (prolonged, maintained, forced).
Standing, kneeling, stooping, Overexertion and repetitive
movements. hyperextension, extension, rotation, flexion of
extremities.

e  Safety conditions: local conditions due to uneven topography
of the terrain. Wet and slippery floors due to mud. Slopes due
to mountainous terrain.

e Psychosocial: work stress due to repetitive and monotonous
work. Long working hours. Poor job stability and low
economic remuneration.

*  Biological: possible stings and bites from poisonous animals,
insects, and rodents. Exposure to fungi and bacteria present
in the land chosen for cultivation. Intoxication due to the
presence of stinging or allergic plants.

e Natural phenomena: exposure of the worker to gales,
landslides, precipitations due to the performance of tasks in
open fields.
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e Chemical: due to the use of chemical fertilizers in the

preparation of the soil.

e Physical-chemical: due to the possible combustion or
oxidation reaction that chemical substances could have when
exposed to physical phenomena at the time of performing the
task outdoors.

Coffee processing:

*  Mechanical: due to the use of machinery and tools required
in the process, such as pulping equipment (traditional pulper).

*  Physical: due to exposure to hot-cold temperatures and non-
ionizing radiation during washing and drying tasks.

*  Biomechanical: posture (prolonged, maintained, forced).
Standing, kneeling, stooping. Overexertion and repetitive
movements. hyperextension, extension, rotation, flexion of
extremities. Unfavorable movements for the body.

*  Safety conditions due to lack of signage: clutter and lack of
cleanliness, inadequate storage, faulty work areas, inadequate
ladders and ramps, unsafe or defective scaffolding and roofs,
and loads improperly stacked, or stored in an unsafe or
irresponsible manner.

In the assessment of chemical risks, no use of personal protective
equipment (PPE) for handling pesticides was detected. Nor was the
use of adequate PPE to deal with biological risks detected. Chemical
and biological hazards are the most frequently encountered and

are present in the tasks of clearing the land, plotting, plowing,
hollowing, fertilizing the soil, preparing the seedbed, transplanting
to the planting site, irrigation, fertilization, pruning, fumigation,
harvesting coffee, pulping the fruit, fermentation, washing, drying,
packaging, and transport.

Physical hazards tend to occur with a moderate frequency.
Ergonomic and psychosocial hazards are less frequent, although
there is no significant difference between them. Chemical and
physicochemical hazards are also present, although in a very low
proportion. This can be related to the results obtained by other
authors (Toro-Osorio et al. 2017), where only 5.5 % of coffee
growers have suffered some type of intoxication by pesticides in
their working life, receiving medical treatment for it. Most of the
intoxications suffered by farmers were with toxicity Ia, Ib, and II
pesticides, which are the most toxic categories.

Regarding the prioritization of these hazards (Table 2), exposure
to chemical agents (agrochemicals), physical agents (UV rays,
humidity), incorrect and prolonged postures (ergonomics), are
unacceptable risks that require urgent and immediate controls
(values between 600-4000). The locative hazard due to irregular
topography of the land is the highest risk, being unacceptable
as second level (value of 300) and it is present in most tasks.
Mechanical hazards due to the use of manual tools such as
scythes and chainsaws and machines such as the pulper are rated
as unacceptable first level risk (value of 1000) but only occur in
three tasks of the process (cleaning the land, pruning, and pulping
the fruit). It is also necessary to mention the danger of fire and
explosion, which, although it has a rating of not acceptable first
level risk (value of 1000), is present only in land clearing,

Table 2. Priorization of hazards found. Risk assessment according to GTC 45 ICONTEC, 2012).

Hazard Risk value Assessment

Chemical 3000 Critical situation, unacceptable, urgent correction.
Risk level I

Physical agents 2000 Not acceptable, urgent correction. Risk level [
Ergonomics 1500 Not acceptable, urgent correction. Risk level [
Mechanical 1000 Not acceptable. Risk level |
Fire and explosion 1000 Not acceptable. Risk level |
Locative 300 Correct immediately. Risk level 11
Biological agents 120 Improve existing control. Risk level 111

In general, the farmworkers do not consider their work dangerous.
Due to their daily exposure, they have generated a false concept of
security in risk management. This attitude is a serious obstacle to
preventing and controlling the unacceptable risks detected in this
work.
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INTRODUCCION

El tendén del calcineo comin, también denominado tendén
de Aquiles, estd conformado por un grupo de componentes
musculotendinosos, que convergen y se insertan en la tuberosidad
calcdnea; dichas estructuras son el tendén del gastrocnemio (TG), el
tenddn del flexor digital superficial (TFDS) y el tendén combinado
(TC) del gracilis, el biceps femoral y el del musculo semitendinoso
(Cervi et al. 2010; Hermanson & Evans, 2013).

En perros y en gatos, con frecuencia, se puede observar una
ruptura parcial o completa del tenddn calcdneo comun, lesién que
puede corresponder a un episodio traumdtico agudo o debido a la
influencia de fuerzas progresivas crénicas, ejercidas sobre el tendén
(Cervi et al. 2010; Corr et al. 2010; Hayashi & Schulz, 2018).
Durante la exploracién clinica es comin observar la hiperflexién
tarsiana (Corr ef al. 2010; Hayashi & Schulz, 2018). El paciente no
apoya peso sobre la extremidad afectada, si la lesién es provocada
por un traumatismo agudo; en el caso de que se encuentre afectado
todo el complejo del tenddn, el tarso se verd hiperflexionado,
adoptando una posicién plantigrada (Buttin ez al. 2020).
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Se reportan diversas técnicas quirdrgicas para realizar la tenorrafia,
incluidos varios patrones de sutura, injertos, transposicién de
tendones, asi como el uso de implantes bioldgicos y artificiales
(Sivacolundhu ez al. 2001). El plasma rico en plaquetas (PRP) es
un producto bioldgico que se aplica como autoinjerto y que, con el
tiempo, ha cobrado importancia, por su utilidad en el tratamiento
de diferentes condiciones patolédgicas (Anitua ez 2/. 2004). En el caso
de las lesiones tendinosas, se reporta su uso terapéutico, observando

ventajas de su aplicacién, combinada con el tratamiento quirtirgico
(Andia & Abate, 2018; Bianchi ef a/. 2021).

El PRP se puede considerar como un biofdrmaco, que contiene
Factores de Crecimiento (FsC), principalmente, el Factor de
Crecimiento Transformante Beta (TGF-B), el Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina tipo I (IGF-I), Factor de Crecimiento
Fibrobldstico (FGF), entre otros, todos ellos contenidos en los
grénulos alfa (Dahlgren er /. 2001; Anitua ez al. 2004; Carmona et
al. 2009; Wang & Nirmala, 2016).

Dahlgren ez al. (2002) reportan la accién positiva del IGF-I
en un modelo equino de tendinitis del flexor digital superficial
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(TEDS), inducida con colagenasa y, a su vez, McDougall ez al.
(2018) indican los efectos benéficos del PRP, en la tendinopatia del
musculo supraespinoso del perro, mientras que Haupt ez 2/. (2000)
demostraron que el factor de crecimiento derivado de plaquetas
BB (PDGE-BB) produce un incremento marcado de la expresién
genética del coldgeno tipo 1.

El presente reporte tiene como propésito documentar los beneficios
de implantar PRP, como coadyuvante en el tratamiento quirdrgico
de la ruptura tendinosa en un felino gato (Felis silvestris catus), con
seccién traumdtica completa del tendén calcdneo comun.

MATERIALES Y METODOS

Descripcién del caso. Se presenté a consulta publica de la Clinica
Veterinaria de la Universidad de Pamplona una gata, mestiza, de 9
afios, con herida abierta por objeto cortopunzante en el tercio distal
de la superficie caudal de la pierna, en el miembro posterior derecho
(MPD). Al examen clinico, se observé posicién plantigrada y una
herida 2 cm de longitud, con exposicién de los fragmentos proximal
y distal del tendén calcdneo comun. Se decidid realizar tratamiento
quirdrgico (tenorrafia), acompafado de terapia regenerativa con
PRP. En el andlisis prequirirgico no se encontré anormalidades
en los resultados de la hematologfa, funcién hepdtica o renal. La
estrategia anestésica consistié en la administraciéon de acepromacina
0,05 mg/kg via IM, tramadol 2 mg/kg via IM y flunixin meglumine
1,1 mg/kg IV, como premedicacién; para la induccidn, se empled
propofol 4 mg/kg y ketamina a 5 mg/kg IV. Dentro de la fase de
mantenimiento anestésico se utilizé isofluorano a 2 % CAM.

Procedimiento  quirdrgico. Se  realizd tenorrafia,
mediante la técnica del bucle cerrado (Cocca et al 2019), con
sutura de polipropileno calibre 3-0. La sintesis de los tejidos

una

restantes se realizé con vicryl calibre 3-0. Por tltimo, la piel fue
suturada con nylon calibre 3-0.

Preparacién y aplicacién del PRP. Se obtuvo una muestra de 3
ml de sangre completa, en un tubo con citrato de sodio, mediante
venopuncién yugular. Para la obtencién del PRP, se uilizé la
técnica de doble centrifugacién en tubo (Lépez er al. 2012). El
plasma obtenido fue separado y centrifugado en un tubo aparte;
seguidamente, se procedié a colectar, con una jeringa estéril, la
mitad inferior del plasma centrifugado, que corresponde al plasma
rico en plaquetas, cuyo volumen fue 0,75 ml. Luego de realizar
la tenorrafia, se procedié al implante del PRP, instilando dicho
producto (0,75 ml), en la zona comprometida. Adicionalmente,
se realiz6 un vendaje Robert Jones, modificado con una férula de
Zimmer. Este vendaje fue cambiado a las 48 horas, para verificar el
estado de la herida quirdrgica y luego se realizaron cambios cada
15 dfas. El tratamiento postquirdrgico consistié en cefalexina (25
mg/kg/12 horas), meloxicam (0,1 mg/kg/24 horas), omeprazol (0,7
mg/kg/24 horas), todos por via oral.

Evaluacién postquirdrgica. A las 48 horas del periodo
postq g p
postquirtirgico, se procedié a retirar el vendaje para la evaluacién
e la cicatriz; asimismo, se realizé evaluacién ecogrifica del tendén,
del t 1 al g

con un equipo de ultrasonido marca Mindray®, modelo DP-
50Vet, con un transductor micro convexo de 6.5 MHz y se colocé
nuevamente el vendaje. Esta evaluacién también se realizé a los 15
y 30 dfas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El procedimiento quirdrgico se realizd sin complicaciones; el tend6n
present un corte lineal transversal, lo que facilité su sintesis. En la
evaluacién postquirirgica, no se observé eritema ni inflamacién y
mediante ecografia, se observé una formacion inicial de abundante
tejido fibroso en la zona de la tenorrafia, el cual, fue disminuyendo
con el tiempo.

Durante la evolucién, también se observé un aumento del defecto
residual hipoecoico dentro de la zona de tejido cicatrizal, en los
dias 15 y 30, posteriores a la intervencién quirdrgica, en los cuales,
también se evidencié una reaparicién gradual de la linea que
representa al epitendén (Figura 1).

En el estudio ecogrifico realizado a los 6 meses, se observé una
disminucién considerable del tejido cicatrizal, asf como la aparicién
parcial de continuidad en la ecotextura fibrilar intratendinosa
con disposicién longitudinal (Figura 1), lo que coincide con
hallazgos reportados en caninos con lesién tendinosa, tratados
con PRP (McDougall e al. 2018). La literatura reporta que las
técnicas quirdrgicas de tenorrafia deberdn ir acompafiadas de una
inmovilizacién de la articulacion tibiotarsal, para obtener resultados
consistentes y un retorno apropiado a la funcién locomotora
(Sivacolundhu ez a/. 2001; Katayama, 2016).

La razén de este requerimiento es que, debido al pobre aporte
sanguineo del tejido tendinoso, el proceso de cicatrizacién es lento y
la tensién que debe soportar el tendén durante la locomocién puede
provocar la disrupcién del tejido neoformado (Schencke & Del Sol,
2010; Bianchi ez al. 2021). El tiempo de inmovilizacién utilizado
en este caso fue de 4 semanas, luego, del cual, se retir$ el vendaje
y se mantuvo en reposo durante 15 dias adicionales. La paciente
presenté evolucion favorable, con recuperacién total de la funcién
locomotora del MPD, lo que coincide con lo reportado en estudios
realizados en perros, utilizando tenorrafia y PRP (Perinelli ez al.
20205 Schulz er al. 2019). El tiempo de inmovilizacién reportado
para este tipo de procedimiento es de 5,9 a 9 semanas (Norton et
al. 2009); sin embargo, se decidi6 reducirlo a 4 semanas, debido a
que se esperaba que la aplicacién del PRP favoreciera el proceso de
cicatrizacién, tal como se ha reportado en otro estudio (Perinelli
et al. 2020), lo cual, se confirmé al observar la recuperacién de la
paciente.

Actualmente, se reporta el uso de PRP para el tratamiento de
lesiones tendinosas (Andia & Abate, 2018; Mehrabani ez 2/ 2019).
El objetivo es favorecer el proceso de cicatrizacién, mediante la
liberacién de factores de crecimiento, contenidos en los grinulos
alfa de las plaquetas y juegan un papel fundamental en la reparacién
de tejidos (Spaas er al. 2012; Andia & Abate, 2018). La produccién
de factores de crecimiento, como IGP-F y TGE-g, por parte de los
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Figura 1. Evaluacién ecogréfica de la tenorrafia en una gata mestiza, de 9 afios: ecografo marca Mindray®, modelo DP-50Vet, con un
transductor micro convexo 6.5 MHz, colocado en la superficie caudal de la pierna, justo sobre el borde caudal del tendén calcdneo comun.
a) dia 1 (dia de la cirugfa): se observa la zona de la tenorrafia con forma irregular, sin organizacién del tejido; b) dia 14 postquirirgico:
se observa ain la tenorrafia con forma irregular, defecto residual hipoecoico y comienza a evidenciarse la formacién del epitenddn; c) dia
30 postquirtrgico: el epitendén contintia su desarrollo y aumenta el defecto residual hipoecoico; d) 6 meses posquirtirgicos: se observa
reduccién del grosor de la tenorrafia, la formacién del epitendén se ha completado y aparece la ecotextura fibrilar intratendinosa con

disposicién longitudinal.

tenocitos es baja, durante las dos primeras semanas posteriores a la
lesién (Dahlgren ez al. 2005). Por esta razén, se considerd beneficiosa
la aplicacién del implante durante el procedimiento quirtirgico, lo
que garantiza la presencia de dichos factores, desde el comienzo del
proceso de cicatrizacién, aumentando la respuesta de los tenocitos,
en la reparacién tisular (Dahlgren er a/. 2005). La aplicacién de
factores de crecimiento, como el IGF-I y el TGF-g tiene efectos
anabdlicos sobre los tenocitos, estimulando la proliferacién celular
y la sintesis de matriz extracelular (coldgeno) (Abrahamsson ez /.
1991; Dahlgren ez al. 2001; Dahlgren ez al. 2005).

Adicionalmente, el factor TGF-g1 es antagonista de la interleucina
1, lo que permite evitar sus efectos catabélicos y preservar la
estructura tisular (Perrier et al. 2002). El factor de crecimiento
PDGF-BB promueve un incremento marcado de la expresién
genética del coldgeno tipo I durante las primeras 48 horas, tras su
aplicacién (Haupt ef al. 2006). La aplicacion del PRP durante el
procedimiento quirtirgico coincide con la fase ideal del proceso de
reparacion tendinosa, que ocurre durante los primeros 5 a 7 dias de
evolucién (Schencke & Del Sol, 2010). Aunque el presente reporte
corresponde a un solo caso en la especie felina, se pudo observar una
cicatrizacién adecuada y funcional del tendén en menor tiempo,
que lo reportado en la bibliografia (Sivacolundhu ez a/. 2001;
Norton et al. 2009). Se requieren mds estudios para validar este
tipo de técnica dentro de los procesos terapéutico — quirtirgicos, en

la clinica de pequefnios animales, especialmente, en gatos.

Conflicto de intereses: El manuscrito fue preparado y revisado por

el autor, quien declara que no existe ningtin conflicto de intereses
que ponga en riesgo la validez de los resultados presentados.
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INTRODUCCION

Los rios andinos se encuentran alterados por distintas actividades
antrépicas, que tienen consecuencias negativas sobre la diversidad
bioldgica y la calidad ecoldgica de los ecosistemas acuaticos (Chara
et al. 2007; Giraldo ez al. 2020). Factores como la deforestacion
(Bojsen & Jacobsen, 2003; Galeano-Rendén & Mancera-Rodriguez,
2018) y el cambio de uso del suelo hacia actividades agricolas o
ganaderas son las causas mas comunes del empobrecimiento de
las comunidades dulceacuicolas y la vegetacion riberefa asociada
(Chara e al. 2007; Villada-Bedoya ez a/. 2017; Giraldo et al. 2020).

La calidad hidrica de los tfos y las quebradas depende directamente
del habitat riberefio, por lo que, en ecosistemas degradados por
actividades antrépicas, la disponibilidad y la calidad del agua
es menor y la composicién y la estructura del ensamblaje de
macroinvertebrados acuaticos presenta algun grado de alteracién
(Bonada ez al 2006). En consecuencia, y ante la creciente
transformaciéon de los ecosistemas acuaticos y la pérdida de
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diversidad por actividades antrépicas, es fundamental integrar
diferentes indices, que permitan evaluar la calidad ecolégica y
generar informacién, para disefiar estrategias de conservacion,
de restauracién y de proteccién de quebradas andinas (Galeano-
Rendon ef al. 2017), que vayan acompafiadas del trabajo con las
comunidades humanas, alli asentadas, para minimizar los efectos
negativos de los impactos antrépicos.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la calidad ecolégica y
conocer los patrones de la estructura taxonémica del ensamblaje de
macroinvertebrados acuaticos de una quebrada andina, con diferentes
niveles de alteracién antrépica, en el municipio de Zapatoca, Santander
(Colombia). Se plantea que la quebrada tendra mejor calidad ecolégica
y mayor diversidad taxonémica en la estaciéon con mejor estado de
conservacion de sus margenes y con menor alteraciéon por actividades
antropicas. Este estudio es el primer acercamiento de evaluacion
sobre el efecto de las actividades antrépicas en la calidad ecolégica y
la diversidad de las comunidades benténicas en la quebrada El Poleo,
ubicada en el municipio de Zapatoca, Colombia.
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MATERIALES Y METODOS

Elestudio, se realiz6 enla quebrada El Poleo, ubicada en el municipio
de Zapatoca (Santander, Colombia), que drena al rio Sogamoso,
cuenca del rio Magdalena. La zona posee una temperatura media
anual de 18,8 °C y precipitacion media anual de 1314 mm, la altitud
varfa entre 1.600-2.300 m s.n.m. y segan Holdridge, la zona de vida
corresponde a Bosque Humedo Premontano (bh-PM) (Martin
Pérez et al. 2017).

Se realizaron dos muestreos en perfodo seco, en junio de 2018 y
abril de 2019, en un tramo de 100 m, en tres zonas de la quebrada,
sometidas a diferentes niveles de alteracién antrépica: Estacion 1:
Baja alteracion antrépica (BA; 6°50°3,22”N 73°18°13,09”W, 1974
m s.n.m.), que corresponde al area de nacimiento de la quebrada,
con bosque nativo conservado en ambos margenes, en un estado
de sucesion avanzada mayor a 50 aflos, una poblacién relictual de
palma de cera Ceroxylon quindinense y presenta extraccion de agua
para uso doméstico. Estacién 2: Media alteracién antrépica (MA;
6°50’8,22”N 73°18°7,16”W, 1914 m s.n.m.), con bosque nativo,
en estado de regeneracién natural superior a 20 afios con roble
Quercus humboldtii y regeneracion asistida desde 2017, en donde
se plantaron plantulas de aliso (Aluus acuminata Kunth), guamo
(Inga sp.), cedro de montafa (Cedrela montana), gaque (Clusia sp.),
tamarindo (Tamarindus indica 1..) y estacas de higuerén (Ficus cf.
erocata Miq.), caucho (F. americana Aubl.), cauchona (Ficus spl y
sp2), bacaro (Erythrina fusca Lout.), anaco (E. poeppigiana Walp.),
chachafruto (E. edulis Triana ex Micheli), aro (Trichanthera gigantea
Bonpl.) y ciruelo (Spondias purpurea 1..). Esta estacioén esta alterada
por caminos que atraviesan el cauce y en la parte alta del sitio de
muestreo, por una poza artificial de mayor profundidad y anchura
que el cauce actual. La Estacion 3: Alta alteracion antrépica (AA;
6°50°3,48”N 73°17°15,04”W, 1645 m s.n.m.), corresponde a un area
alterada por cambios de uso de suelo hacia cultivos con irrigacién
y pastos, presencia de viviendas cercanas, vertimiento de residuos
a la quebrada, extraccién de agua para uso doméstico y aguas con
presencia de aceites.

Para cada estaciéon de muestreo, se tomaron registros iz situ de
temperatura supetficial del agua (°C), pH, conductividad (uS/cm)
y oxigeno disuelto (mg/L), con un dispositivo multiparamétrico
Hanna (HI9828/4-01). El caudal, se calculé a pattir del ancho de
la quebrada medido, con un flexémetro; la profundidad, se midié
cada 20 cm, con una vara graduada en cm y la velocidad del flujo,
se determiné con un correntometro Global Water FP111, 2 10 cm
de profundidad. Para las tres estaciones, se determiné el Indice de
Calidad de la Vegetacion de Ribera Andina (QBR-And) (Acosta
et al. 2009), el Indice de Habitat Fluvial (IHF) (Pardo ef al. 2002),
el indice Biological Monitoring Working Party, adaptado para
Colombia (BMWP-Col) (Roldan Pérez, 2003), el puntaje promedio
por taxén (Average Score per Taxon, ASPT) (Armitage ef al.
1983) y el Indice de Porcentaje de Individuos de Ephemeroptera,
Plecoptera y Trichoptera (EPT%) (Carrera Reyes & Fierro Peralbo,
2001).

La recoleccion de macroinvertebrados acuaticos, se realizé con una
red Surber de 30,5 x 30,5 cm y ojo de malla de 250 um, en 10
puntos al azar, a lo largo del tramo de 100 m en cada estacion,
segun la metodologia descrita por Roldan Pérez & Ramirez
Restrepo (2008). Las 10 submuestras fueron tratadas como una
sola e identificadas taxonémicamente, hasta nivel de familia, usando
las claves de Roldan (1988), Dominguez & Fernandez (2009) y
Hamada e a/. (2018). Para establecer diferencias significativas
en los valores de las variables fisicas, quimicas e hidrolégicas y
en los valores de diversidad taxonémica entre las tres estaciones
de muestreo, se aplicaron analisis de varianza unidireccionales
(ANOVA) a cada variable, con un nivel de confianza del 95 %,
previa validaciéon de los supuestos de normalidad (prueba de
Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (prueba de Bartlett). Se
realizaron comparaciones (post hoc), que fueron evaluadas mediante
la prueba de Tukey o, cuando no se cumplieron los supuestos, con
las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y Mann-Whitney. Se
determinaron el nimero de individuos y los numeros de Hill (q0,
ql y q2) (Hill, 1973) y se definieron los patrones de variaciéon en
la composicién taxonémica del ensamblaje de macroinvertebrados
entre estaciones y muestreos con respecto a las variables ambientales
y a los valores de los Indices QBR-And y BMWP-Col, mediante un
analisis de correspondencia canénica ACC, que se realiz6 sobre los
taxones con una abundancia mayor al 1 % en cada estacién, con el
programa RWizard (Guisande, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Latemperatura superficial del agua presento diferencias significativas
entre las tres estaciones (Kruskall-Wallis, X2:18,68; P <0,001), con
mayores valores para la estacion de alta alteracion (AA) (Tabla 1).
La mayor temperatura en esta estacién puede estar asociada a que
se ubicé en una altitud menor, presenté menos sombra en el cauce
y, por lo tanto, una mayor radiacién solar incidente, mientras que,
en BA, la vegetacion riparia ayuda a que disminuya la temperatura
del agua, debido al mayor porcentaje de cobertura vegetal en los
margenes.

El valor promedio del oxigeno disuelto y la conductividad fueron
significativamente menores en la estacién con media alteracién
(MA), con relacién a las otras dos (ANOVA, F=19,49; P <0,001,
Mann-Whitney, P=0,029, puede
ser debido a la poza artificial, ubicada aguas arriba del tramo

respectivamente), lo que
muestreado que, al presentar menor velocidad de la corriente,
permitirfa que se acumule mayor cantidad de sedimentos y restos
de vegetacion, lo que causaria colmatacion del lecho y disminucién
de la disponibilidad de oxigeno e incidirfa en que se presente un
menor numero de familias de macroinvertebrados. El oxigeno
disuelto puede variar por aumento en la temperatura, o la velocidad
de la corriente, o por presencia de vertimientos, materia organica y
mayor aporte de nutrientes (Oscoz ez al. 20006).

La estacion BA present6 los mayores valores del indice IHF, seguida
de MA, con valores mayores a 62 en los dos muestreos (Tabla 1).
Por otra parte, las estaciones BA y MA mostraron valores altos del
indice QBR-And (entre 95 y 75), mientras que AA tuvo entre 40
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Tabla 1. Valores de los indices y caracteristicas fisicoquimicas e hidroldgicas en tres estaciones, con diferentes niveles de alteracién antrépica
(BA: baja alteracién; MA: media alteracidon; AA: alta alteracién), de la quebrada El Poleo, cuenca del rio Magdalena, Colombia.

Baja alteracién (BA) Medi?;[lf:; acién Alta alteracién (AA)

BA1* BA2* MAI1* MA2* AAT* AA2*

Temperatura del agua (°C) 16,4 16,7 17,7 17,3 20,8 21,3
pH 7,3 7,3 6,8 7,1 7,2 7,5
Oxigeno disuelto (mg/L) 5,0 6,9 2,9 2,9 4,7 5,4
Conductividad (pS/cm) 46,8 65,3 38,8 25,7 53,3 49,0
Caudal (L/s) 6,6 2,8 10,6 6,9 12,6 8,8
QBR-And 90 95 75 85 45 40
IHF 76 62 62 62 67 55
BMWP/Col 157 160 110 96 183 125
ASPT** 7,1 7,0 6,9 6,4 6,8 6,6

EPT (%) 15,1 11,1 11,3 3,8 2,8 4,4
Numero de individuos 677 942 773 879 1166 315
Nuimero de familias (q0) 24 25 18 17 29 21
ql 6,65 4,17 5,06 1,99 4,79 7,23

q2 3,24 2,34 2,93 1,32 2,61 4,31

*Los ntimeros representan cada muestreo: (1= junio de 2018 y 2= abril 2019).

**ASPT (Average score per taxon): Puntaje promedio por taxén.

y 45 (Tabla 1). Los altos valores de QBR-And para las estaciones
BA y MA indican una calidad de bosque de ribera buena, mientras
que el bajo valor para AA, una alteracién importante, a causa de
actividades agricolas y ganaderas e intervenciones antrépicas. El
indice BMWP/Col presentd valores altos para las tres estaciones
(Tabla 1) y el indice ASPT fue > 6,5 en todas las estaciones, lo que
muestra una calidad aceptable, con agua ligeramente contaminada,
a excepcion de MA, en el segundo muestreo, que presentd un
valor de 6,4, con aguas moderadamente contaminadas (ASPT
entre 4,5 - 6,5) (Tabla 1). Resultados similares de disminucién de
calidad ecolégica y diversidad de macroinvertebrados acuaticos
en gradientes de bosques conservados hacia zonas perturbadas o
alteradas por actividades agricolas o ganaderas han sido registrados
por Bojsen & Jacobsen (2003), Galeano-Rendén e al. (2017),
Galeano-Rendén & Mancera-Rodriguez (2018) y Urdanigo e al.
(2019).

Los mayores valores del indice EPT se presentaron en BA, con un
gradiente de disminucién hacia las zonas, son mas alteradas (Tabla
1). Al respecto, De Paiva ¢f al. (2021) encontraron que el aumento
del impacto antrépico redujo la diversidad de EPT, érdenes que,
generalmente, han sido asociados con una mayor heterogeneidad
de habitat. En ecosistemas alterados, la proporcion de EPT se
reduce por factores, como el incremento de la concentraciéon de
nutrientes (Townsend ez a/. 2008), el aumento de la temperatura, la
conductividad y los sedimentos finos (Wahl e a/. 2013), la pérdida
de cobertura riparia (Bispo e# a/. 2006), el vertimiento de aguas
residuales y la alteracion del flujo (Oliveira e a/ 2011).

En total, se recolectaron 4.752 individuos, correspondientes a cuatro
filos, seis clases, 12 6rdenes y 40 familias de macroinvertebrados
acuaticos. Las estaciones BA y AA presentaron mayor riqueza
de familias, en comparaciéon con MA (Tabla 1). El orden Diptera
fue el mas abundante en las tres estaciones, con 3.304 individuos,
que corresponden al 69,5 %, con predominancia de la familia
Chironomidae. Resultados similares de predominio del orden
Diptera fueron encontrados por Zuafliga et al. (2013), Giraldo ez al.
(2014), Montoya Moreno & Escobar Gutiérrez (2019) y Giraldo
et al. (2020), en cuencas andinas alteradas por agricultura y por
ganaderfa. La familia Chironomidae esta principalmente asociada
a intervencion antropica por ganaderfa (Giraldo e a/. 2014) y altas
concentraciones de materia organica. Villada-Bedoya e a/. (2017)
destacan que las actividades agricolas impactan negativamente la
diversidad de insectos acuaticos y, la pérdida de vegetacion riberefia,
se asocia a la presencia de las familias Simuliidae y Chironomidae,
tipicas de zonas perturbadas por su tolerancia a la contaminacién
y la sedimentacion.

El Analisis de Correspondencia Candnica (ACC) mostré que
la varianza acumulada de la relacién entre la abundancia de
macroinvertebrados y las variables ambientales fue explicada por
los dos primeros ejes, en un 72,1 %. El primer eje separé los dos
muestreos realizados en AA y se asocid con los taxones Tubificidae
(Haplataxida), Planariidae (Tricladida), la clase Bivalvia, Elmidae
(Coleoptera), Naucoridae (Hemiptera) y Libellulidae (Odonata),
que se relacionaron, a su vez, con mayores valores de caudal y de
temperatura del agua (Figura 1). Segin Zufiga et al (2013), los
bivalvos son comunes en zonas de predominancia agropecuaria
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y Chara er al. (2007), registraron que aumentan su abundancia
relativa en quebradas sin proteccién boscosa. Del mismo modo,
los oligoquetos, eg familia Tubificidae, estin intimamente
asociados al fondo fangoso de los cuerpos de agua, donde se
concentra mayor cantidad de sedimentos finos, ricos en materia
organica y detritus (Roldan, 1988) y tienen una alta capacidad de
soportar sustancias toxicas en altas concentraciones (Martins ez
al. 2008). Por su parte, el segundo eje separ6 los dos muestreos
de BA, que se asociaron con mayor abundancia de los taxones
Calamoceratidae (Trichoptera), Veliidae (Hemiptera), Polythoridae
(Odonata), Ptilodactylidae (Coleoptera) y con mayores valores de

QBR-And (Figura 1) y los dos muestreos en MA, que se asociaron
con mayor abundancia de Tipulidae (Diptera), Polycentropodidae
(Trichoptera), Odontoceridae (Trichoptera), Ceratopogonidae
(Diptera), la subclase Acari, Sialidae (Megaloptera), y Chironomidae
(Diptera) (Figura 1). La mayor cantidad de organismos tipicos de
zonas perturbadas (eg Tipulidae y Chironomidae), en la estacién
MA, indica que factores antrépicos, como la poza artificial y
viviendas cercanas, estarfan afectando la cantidad y la calidad del
agua ¢ impactando negativamente la diversidad del ensamblaje de
macroinvertebrados acuaticos.

Figura 1. Andlisis de correspondencia canénica basado en la abundancia de macroinvertebrados y variables ambientales en tres estaciones,
con diferentes niveles de alteracién antrépica (BA: baja alteracién; MA: media alteracién; AA: alta alteracién), de la quebrada El Poleo,
cuenca del rio Magdalena, Colombia. QBR-And, Calidad de bosque de ribera; BWMP, Indice Biological Monitoring Working Party. Los
ndmeros representan cada muestreo: 1= junio de 2018 y 2= abril 2019.
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