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Editorial
Estimados lectores.

Es un placer ofrecerle en este volumen de la revista Environment & Technology,
investigaciones innovadoras, las cuales se enfocan en los aspectos de la conservacion de los
ecosistemas y de la sostenibilidad agricola. En esta edicidn se busca a través de los diversos
estudios publicados mostrar coémo se pueden abordar los aspectos tecnoldgicos en relacion

a la conservacion de los recursos naturales.

Los mecanismos de conservacion del medio ambiente a través de diferentes estrategias,
seran claves para mitigar todos los dafios que ha sufrido el planeta tierra por las actividades
antrdpicas, es por eso que tener conocimientos sobre los patrones de la caida de hojarasca y
su relacion con la productividad primaria es de gran importancia, al comprender mejor
coémo las variaciones climaticas influyen los diferentes ecosistemas riberefios. Resaltando
que la innovacion es el punto clave para estar permanente resiliente ante todos estos
cambios que sufren los recursos naturales, por actividades en las que se ve involucrado el
ser humano, es por eso que el manejo de las plagas agricolas a través de mecanismo como

son los hongos, son aspectos innovadores en los cultivos tropicales.

Por otro lado, en este mundo cambiante en donde la escases de alimento es alta en
diferentes regiones a nivel global, ofrecer mecanicismos innovadores para que las personas
tengan seguridad alimentaria a través de soluciones agricolas sostenibles, seran claves y
fundamentales para mejorar la escases de alimentos en comunidades rurales, demostrando
asi que la agricultura hidropdnica puede ser una opcion viable y respetuosa con el medio
ambiente. Teniendo en cuenta que estos mecanismos innovadores en los sistemas agricolas,
también nos ayudan a reflexionar sobre el impacto ambiental que puede causar los
herbicidas, pero como el manejo adecuado de esto puede contribuir a la sostenibilidad de
los cultivos, minimizando la dispersion de agroquimicos en el ambiente. Asi como también,
como estos se pueden degradar a través de biocamas, siendo esta una buena técnica
innovadora y sostenible para la mitigacion del impacto de agroquimicos en pequefias
fincas, mostrando asi una solucién eficiente y practica para los agricultores que enfrentan el

desafio de manejar productos quimicos peligrosos.



Agradecemos profundamente a todos los autores, revisores y al equipo editorial por su
dedicacion y esfuerzo en hacer posible esta edicion, que sin duda aporta importantes

contribuciones al conocimiento cientifico en el &mbito ambiental y agricola.

Ingeniero Sanitario y Ambiental Pedro Luis Payares Ramos
Gestor sell¢ editorial Environment & Technology Foundation
Esp en Gerencia Ambiental.
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Resumen

La hojarasca se refiere a aquel material depositado sobre la superficie del suelo que estd compuesto por
plantas y sus 6rganos muertos, como corteza, hoja, ramas, inflorescencias, frutos, semillas, epifitas y otros
materiales no identificados. La cantidad de hojarasca caida por periodo de tiempo se le conoce como
produccion de biomasa caida y es utilizada como una medida de la productividad primaria neta, que es fécil
de medir y su variacion inter e intra anual permite comparar diferentes ecosistemas forestales. El muestreo se
realiz6 en siete sitios dentro del Corredor Biologico Montes del Aguacate y cuatro en el Corredor Bioldgico
Lago Arenal Tenorio, los cuales se sitllan en propiedades privadas, poseen cobertura boscosa y cuerpos de
agua. Se analizaron las variaciones temporales de la hojarasca capturada y se relacionaron con las variables
climéticas de temperatura y precipitacion. Los patrones de la hojarasca mostraron similitudes con estudios
anteriores, la cual disminuye con la precipitacion y aumenta con la temperatura; sin embargo, la hojarasca no
es homogénea a lo largo del afio lo que refleja la heterogeneidad del dosel del bosque, por lo que puede estar
relacionado con las variaciones espaciales en el estado de sucesion del bosque y por los patrones de
degradacion, uso y presiones antropogénicas sobre el bosque. El conocimiento sobre los patrones de la caida
de hojarasca y su relacion con la productividad primaria pueden servir de base para fundamentar la
implementacion de estrategias de manejo y conservacion de los bosques situados dentro de los Corredores
Bioldgicos Montes del Aguacate y Lago Arenal Tenorio.

Palabras clave: Biomasa caida; bosque riberefio; corredores bioldgicos; sucesion bosques; variables
ambientales.

Abstract

Litterfall refers to all the material deposited on the soil surface; it is composed of plants and their dead organs,
such as bark, leaves, branches, inflorescences, fruits, seeds, epiphytes, and other unidentified materials. The
amount of litterfall per period is known as litterfall production and is used as a measure of net primary
productivity, which is easy to measure, and its inter- and intra-annual variation allows comparison between
different forest ecosystems. The sampling was carried out in seven sites within the Montes del Aguacate
Biological Corridor and four in the Lake Arenal Tenorio Biological Corridor, all of them located on private
properties and have forest cover close to a body of water. The temporal variations of the fallen biomass were
analyzed and related to the climatic variables of temperature and precipitation. Litterfall patterns showed
similarities with previous studies, which decrease with precipitation and increase with temperature; however,
litterfall is not homogeneous throughout the year, reflecting the heterogeneity of the forest canopy, which may
be related to spatial variations in the state of forest succession, or patterns of forest degradation and land use.
Knowledge about the patterns of litterfall and its relationship with primary productivity can serve as a basis to
support the implementation of strategies for the management and conservation of forests located within the
Biological Corridors.

Key words: Litter production; riparian forest; biological corridors; forest succession; environmental
variables.
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Introduccion

El término hojarasca es utilizado en todos los ecosistemas, sean estos bosques,
sabanas o desiertos y se refiere a gran parte del material depositado sobre la superficie del
suelo. A la cantidad de hojarasca caida por un periodo de tiempo se le conoce como
produccion de hojarasca. EI material organico que produce la hojarasca corresponde a
hojas, troncos, ramas, materiales reproductivos (flores, inflorescencias, frutos, semillas y

néctar), material radical y asociaciones como micorrizas (Clark et al., 2001; Cruz, 2001).

La hojarasca forma parte de la biomasa forestal, la cual corresponde a la cantidad
total de materia orgénica vegetal que puede estar presente en un ecosistema en un momento
determinado; la misma se expresa en unidades de peso seco por unidad de superficie (gm?)
y puede estar compuesta de biomasa epigea y biomasa hipogea. Por lo tanto, la hojarasca
caida representa la cantidad total de carbono organico almacenado en las porciones aéreas y
subterraneas del ecosistema (Huechacona, 2016; Salas et al., 1988). La hojarasca influye
directamente sobre la productividad primaria o tasa de produccion de materia organica en el
ecosistema por unidad de area y de tiempo y se expresa en gm2afio’. Se refiere a la tasa a
la cual las plantas de un ecosistema transforman la energia luminica en materia organica
mediante el proceso de fotosintesis, por unidades de area/tiempo. Parte de esa energia se
pierde en la respiracion y el resto se invierte en la formacion de nuevo tejido, a lo que se
denomina produccién primaria neta (PPN) (Cruz, 2001; Huechacona, 2016). Es por medio
de la PPN que la materia organica se acumula en una determinada area en un tiempo

especifico.

La PPN resulta de la diferencia entre la fotosintesis total (produccién primaria bruta —
PPB) vy la respiracion total de las plantas dentro de un ecosistema (Quinto et al., 2007). Sin
embargo, Clark et al. (2001), indican que no es posible medir esta diferencia en campo y la
PPB no se puede medir directamente, ya que la medicion de la respiracion total de un
ecosistema es compleja (Ryan, 1991). La PPN representa el flujo neto de carbono de la

atmosfera a las plantas por unidad de area y tiempo.

La recoleccion de la hojarasca es utilizada como una medida de la PPN, pues su
generacion representa un estado dinamico estable (Prause, Arcede-Caram & Angeloni,
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2003). La produccion de hojarasca comprende entre un 20% y un 30% de la productividad
total neta, y esta regulada sobre todo por procesos biologicos y climaticos; a su vez son
importantes las condiciones topogréficas, edéficas y caracteristicas de las comunidades
ecoldgicas que componen el ecosistema forestal: riqueza de especies, composicion etaria y
densidad de individuos (Di Stefano & Fourier, 2005; Hernandez, Santa & Gallardo, 1992).
Las caracteristicas espacio-temporales de la caida de hojarasca, reflejan procesos
funcionales importantes en un ecosistema forestal, por ejemplo, la dindmica de la
productividad y el equilibrio de nutrientes en los ecosistemas forestales (Nakagawa, 2019).
Ademas, conocer los patrones de caida de biomasa a largo plazo es de particular
importancia para predecir las fluctuaciones en las funciones forestales en el futuro, sobre

todo ante el cambio climético (Aguilar, 2011; Aguilar et al., 2011).

Este estudio se desarrolla dentro de dos corredores bioldgicos (CB) en Costa Rica,
quienes conceptualmente contribuyen con la conectividad entre areas protegidas inmersas
en una matriz (paisaje) con usos diferenciados del suelo, que buscan contrarrestar los
distintos procesos de fragmentacion de los hébitats (Ruiz, Cardona & Duque, 2012). La
conectividad es un elemento fundamental del paisaje y una de las estrategias para mitigar
los efectos de su fragmentacion es la creacion de CB, lo cual permite mantener la conexion
entre parches de bosque (SINAC, 2015). Sin embargo, a pesar de que en Costa Rica se han
establecido aproximadamente 44 CB que cubren el 38% de la superficie del pais, la
fragmentacion continla y existe una falta de politica de priorizacion al respecto, que es
fundamental para avanzar en la consolidacion de estas estrategias de conectividad (Morera-
Beita, Sandoval-Murillo & Alfaro-Alvarado, 2020). Por tanto, el objetivo fue analizar las
variaciones temporales de la hojarasca como indicador de la productividad primaria y su
respuesta a las condiciones de temperatura y precipitacion particulares en remanentes de
bosques riberefios dentro de los CB Montes del Aguacate (CBMA) y Lago Arenal Tenorio
(CBLAT) de Costa Rica.

Metodologia

Se seleccionaron siete sitios de muestreo en el CBMA y cuatro en el CBLAT. Los

sitios de muestreo se localizaron en propiedades privadas que poseen cobertura boscosa
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cercana a un cuerpo de agua, especificamente un rio o quebrada permanente; estos sitios se

denominan bosques riberefios (Ministerio de Ambiente y Energia, 2020)
Area de estudio

De acuerdo con el Sistema Nacional de Areas de Conservacion (SINAC, 2015), el
CBMA tiene una extension de 69,051 hectareas. Se ubica en las coordenadas -
84°30'38.575" Oeste y 10°3'28.319" Norte y abarca cantones tanto de la provincia de
Alajuela como de Puntarenas (Instituto Geografico Nacional-IGN, 2009; SINAC, 2015)
(Figura 1). Por otro lado, el CBLAT comprende 33,855.28 ha y se ubica en las
coordenadas 84°52'49.0" Oeste y 10°29'08.1" Norte. Abarca la cuenca del embalse Arenal
y entre sus objetivos tiene establecer la conectividad entre los Parques Nacionales Volcéan
Arenal y Volcan Tenorio (Figura 1). EI CBLAT lo conforman diversos poblados de la
region Pacifico Norte (Guanacaste) y de la region Norte de Alajuela (Gutiérrez-Montes &
Sibelet, 2011; SINAC, 2020).
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Figura 1. Ubicacién geografica de los Corredores Bioldgicos Montes del Aguacate y Lago

Arenal Tenorio. Fuente: Elaboracion propia
Trampas de hojarasca

Se aplico una metodologia basada en el uso de trampas de hojarasca de 0.5 m? de
superficie. Esta técnica fue propuesta por Quinto et al. (2007) y recomendada en la version
del Protocolo de Monitoreo de Miuiller-Landau y Wright (2010). Las trampas de hojarasca
se colocaron a una distancia minima de 50 metros entre ellas y a una altura sobre el nivel
del suelo de 80 cm, procurando que quedaran de la manera mas nivelada posible. Se
colocaron en total 42 trampas de hojarasca: 28 en siete sitios del CBMA y 16 en cuatro
sitios del CBLAT.

Recoleccion de datos

La recoleccién de hojarasca se realiz6 durante un periodo de tres afios (2018, 2019 y
2020), ya que cada CB se estudié en periodos diferentes. Para cada CB, durante 12 meses,
cada mes se recolecto la hojarasca en cada trampa. En esta colecta se incluyeron: hojas y
ramas (desechando didmetros > 2 cm, o las que su longitud fuera > 50 cm de largo). En
cada uno de los CB en estudio se coloc6 un Datalogger, sensor de temperatura, programado
para realizar registros continuos cada 15 minutos. Los datos de precipitacion fueron
obtenidos de las bases de datos del Instituto Meteorologico Nacional (IMN) y del Instituto
Costarricense de Electricidad (ICE).

La instalaciéon de las trampas de hojarasca y primera recoleccion de datos en cada
sitio se inicid en diferentes meses del afio para cada CB, por lo que para el CBMA el
estudio se realizé entre julio del 2018 y noviembre de 2019 y en el CMLAT fue entre
octubre de 2019 y diciembre de 2020. El total de datos para cada sitio en ambos CB fue de

12 meses.
Proceso de secado y separacion de hojarasca

En el laboratorio, se pesaron las muestras himedas y se pasaron a bolsas de papel.
Todo el material recolectado durante cada mes se secd en un horno a 65 °C durante 72

horas. Posteriormente, se separaron y pesaron los componentes de cada muestra en hojas
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(que incluian peciolos, raquis y tallos no lefiosos), madera fina (<20 mm de didmetro,
incluyendo corteza y zarcillos lefiosos), partes reproductivas (flores, frutas, semillas y sus
estructuras de soporte o pedicelos) y otros materiales (excrementos de oruga, polvo,
insectos muertos, etc.) Para la separacion, se utilizaron dos tamices N° 35 y N° 10 (Muller-
Landau & Wright, 2010).

Analisis de datos

Los sitios del CBMA se dividieron en tres grupos, Grupo A (El Salvador y Ecovilla),
Grupo B (Bajo La Paz 1, Bajo La Paz 2 y Los Alpes), Grupo C (Madre Verde y La Calera);
para el CBLAT fueron considerados dos grupos, Grupo A (Lecheria Guardia y Sky) vy el
Grupo B (Tilawa y Mystica).

Se calculd la sumatoria del peso maximo y minimo de la hojarasca y el coeficiente de
variacion (CV) para cada mes. Se elaboraron graficos comparativos por sitios muestreados
en cada uno de los CB. Mediante un analisis de varianza se analizaron las posibles
diferencias entre los sitios en el mismo CB y se aplico a posteriori la prueba de Bonferroni
para establecer diferencias entre las medias (Gutiérrez, 2010). Se calcularon los intervalos
de confianza para cuantificar el patron estacional de caida de hojarasca mensual (por cada
componente y caida de hojarasca total) y su relacion con temperatura y precipitacion

mensuales.

Resultados y discusion

En el CBMA, la produccion anual de hojarasca fue superior en el Grupo A con
respecto al Grupo B y el Grupo C, mientras que en el CBLAT la produccién anual de
hojarasca fue superior en el Grupo A en comparacion con el Grupo B (Tabla 1). Dentro de
cada grupo, los sitios con mayor cantidad de hojarasca recolectada fueron El Salvador, Bajo
la Paz | y Madre Verde para CBMA (Figura 2) y Lecheria Guaria y Tilawa para el CBLAT
(Figura 3).
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Tabla 1.

Estadisticas descriptivas (media, £D.E., maximo y minimo) de hojarasca por corredor y
sitios agrupados en grupo A, grupo B y grupo C en el CBMA durante el 2018-2019; y
grupo Ay grupo B en el CBLAT durante 2019-2020

y ) Peso Produccion
R i L
g/m2)
Grupo A Media 90.36 66.44 10.84 440.19
D.E. 105.86 91.06 15.11
MA Min. — Max. 10.46 - 563.36 7.07 - 491.53 0.00 —-50.76
Grupo B Media 30.50 22.53 1.95 230.98
D.E. 24.36 14.91 3.94
Min. — Max. 1.23 -202.66 00.0-95.0 0.0 - 27.07
Grupo C Media 40.70 28.28 4.02 293.40
D.E. 30.37 23.03 4.78
Min. — Max. 0.0 -153.8 0.0 — 144.08 0.0 -26.48
Grupo A Media 49.29 33.93 5.09
LAT D.E. 29.24 17.39 9.14 142.17
Min. — Max. 0.0 — 145.83 0.0-75.8 0.0 -44.01
Grupo B Media 48.41 29.83 7.45 249.86
D.E. 35.98 18.09 21.12
Min. — Max. 0.0 -181.95 0.0-93.14 0.0 -131.89

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2. Media mensual de hojarasca (+ D.E) en sitios de los Grupos A (El Salvador y
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Figura 3. Media mensual de hojarasca 95% (+ D.E) en los sitios del Grupo A (Lecheria
Guardia y Sky) y el Grupo B (Tilawa y Mystica) del Corredor Bioldgico Lago Arenal -
Tenorio, 2019-2020. Fuente: Elaboracion propia

Resultados similares a nuestro estudio (Tabla 1) se han reportado para ecosistemas
tropicales forestales en diferentes paises. Por ejemplo, Del Valle-Arango (2003); Epstein et
al. (2002); Lopez-Hernandez et al. (2013); Piatek & Allen (2000) y Vaneklaas (1991),
reportan variaciones de hojarasca al afio entre 240 a 760 g/m?. En ecosistemas de bosque
pluvial se registraron variaciones de caida entre 500 - 1500 g/m?/afio en Chocd, Colombia
(Quinto, Ramos & Abadia, 2007; Takeda, 1996). En ecosistemas de bosques tropicales de
montafia en Narifio, Colombia se reportaron entre 179 - 1,070 g/m?/afio (Vargas-Parra &

Varela, 2007). En otros ecosistemas diferentes, por sus condiciones climaticas, bosque seco



se reporta 608.9 g/m?/afio, y en plantaciones forestales (750 g/m?/afio) se reporta mayor
cantidad de hojarasca con respecto a este estudio (Di Stefano & Fournier, 2005;
Huenachona, 2016); Sin embargo, Anderson & Swift (1983) reportaron para bosques
tropicales muy himedos entre 560 — 1,330 g/m?%afio, mientras Clark et al. (2001b)
estimaron datos de 70 bosques tropicales maduros entre 170 — 1,180 g/m?afio, cuyos
rangos incluyen los valores estimados para los CB del presente estudio. De acuerdo con la
base de datos global de hojarasca y reservas de carbono y nutrientes en la hojarasca, se
menciona que en Costa Rica se realiz6 un estudio de la produccion y descomposicion del
mantillo en un bosque secundario himedo premontano (Fournier & Camacho, 1973) y se
obtuvo un promedio mensual de 224.61 g/m?, con un total en 10 meses de 2,246.1 g/m?. En
la Estacion Bioldgica La Selva se reporta 23,090 g/m?/afio (Goncalves et al., 2014.), que

son valores superiores a los reportados en el CBMA y CBLAT (Tabla 1).

Es importante tener en cuenta la variabilidad de las condiciones climéticas durante los
periodos de cada estudio, por lo que establecer un patrén comuin a todos los bosques o
incluso entre mismos tipos de bosques con diferentes variables podria ser equivoco.
Ademas, la variacién mensual de hojarasca y sus componentes estan asociados al ciclo
vegetativo y a las etapas fenoldgicas caracteristicas de cada especie, su clase etaria, la
precipitacion, composicion de especies, disponibilidad de nutrientes y a la etapa de
sucesion (Lopez-Hernandez et al., 2013). A pesar de las diferencias con estudios anteriores,
con la excepcion del estudio realizado por Clark et al. (2001), es necesario considerar que
estos podrian variar significativamente por el método de muestreo y las condiciones de
habitat del sitio de estudio, ya que la produccion de hojarasca es mayor en zonas humedas,
calidas y con suelos fértiles (Quinto, Ramos & Abadia, 2007). Es de anotar que la media
anual total (g/m?/afio) del CBMA mostrd fuertes evidencias en cuanto a la diferencia entre
sitios (F=8.69878, p=0.0001), especificamente en El Salvador que se evidencia mayor
produccion de hojarasca y Ecovilla que presentd diferencias con otros tres sitios del mismo
CB (Tabla 2). En los sitios del CBLAT se mostro una debil evidencia (F=1.202677,
p=0.311).
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Tabla 2.
Prueba de Bonferroni de la Produccién Anual media (g/m?/afio) para los sitios en el
CBMA
Sitio Media de la diferencia SE  df t P bonferroni
BajoLaPazl BajolLaPaz2 12.23 12.1 252 1.014 1.000
Ecovilla -38.76 13.6 252 -2.852 0.099
El Salvador -62.83 13.7 252 -4.573 <.001
La Calera -3.30 12.3 252 -0.267 1.000
Los Alpes 14.02 12.0 252 1.168 1.000
Madre Verde 1.21 12.0 252 0.101 1.000
Bajo LaPaz2 Ecovilla -50.99 13.1 252 -3.890 0.003
El Salvador -75.06 13.3 252 -5.660 <.001
La Calera -15.52 11.8 252 -1.315 1.000
Los Alpes 1.79 114 252 0.156 1.000
Madre Verde -11.02 114 252 -0.963 1.000
Ecovilla El Salvador -24.07 147 252 -1.641 1.000
La Calera 35.47 13.4 252 2.654 0.178
Los Alpes 52.78 13.1 252 4.044 0.001
Madre Verde  39.97 13.1 252 3.063 0.051
El Salvador La Calera 59.54 135 252 4.405 <.001
Los Alpes 76.85 13.2 252 5.820 <.001
Madre Verde 64.04 13.2 252 4.850 <.001
La Calera Los Alpes 17.32 11.7 252 1.475 1.000
Madre Verde  4.50 11.7 252 0.384 1.000
Los Alpes Madre Verde -12.81 114 252 -1.126 1.000

Fuente: Elaboracion propia

De los dos CB estudiados, el CBMA fue el méas heterogéneo en términos de cantidad
de hojarasca (Tabla 2). Los sitios Bajo la Paz 1, Bajo la Paz 2 y Los Alpes se ubicaron en

bosques maduros, mientras que el resto de los sitios de muestreo se ubicaron en bosque



secundarios. Este CB muestra una mayor presencia de “otro tipo de tierras” que, de
acuerdo a la clasificacion del Sistema Nacional de Informacion Territorial (SNIT, 2020),
significa que hay pastos, cultivos, zonas edificadas o desarrolladas y suelos desnudos. Lo
anterior, podria estar relacionado con la proporcién de fragmentos de bosque en diferentes
estados de sucesion, lo cual explicarian esta variacion interna a nivel espacial; ya que como
lo indican Huenachona (2016) y de Queiroza (2019), uno de los principales cambios que
ocurren en bosques tropicales durante la sucesion es el aumento de hojarasca, lo que podria
repercutir en la caida de hojarasca y puede ser menor o mayor que la producida en el afio
anterior, debido a su tasa de descomposicién en ese ambiente (Correia et al., 2016;
Vitousek & Sanford, 1986). Segun indica Aguilar et al. (2011), en un estado de sucesion
avanzado, la cantidad de hojarasca acumulada en los bosques es mayor, sin embargo,
existen otras caracteristicas que podrian justificar la diferencia, tales como la temperatura,

precipitacion y altitud entre los sitios (Girardin et al., 2020).

La importancia de conocer el estado de la dindmica de la caida de hojarasca es porque
los bosques representan el 47% de la cobertura mundial (FAO, 2001) y son sumideros de
carbono en el planeta (Aguilar et al., 2011; 2011; Rojo, Jasso & Velasquez, 2003; Quinto,
Ramos & Abadia, 2007). En Costa Rica, el 43.5% del territorio terrestre es ocupado por
bosques naturales, donde es posible hallar gran diversidad de ecosistemas, en su mayoria,
fragmentos de bosque secundario y algunas areas con permanencia de bosques maduros
(Aguilar, 2011). Estas areas resultan ser importantes no solo en la conservacion y
proteccion de diversidad de especies, sino en la utilizacién de estas como sumideros de
carbono en el planeta (Metz et al., 2001). Asimismo, un aumento en la concentracion de
CO. puede afectar el crecimiento y desarrollo natural de bosques; con mayor CO:
capturado, hay un aumento de la hojarasca, debido a que el proceso de fotosintesis se ve
estimulado (Ainsworth & Rogers, 2007).

Es importante destacar que la ganancia de carbono en los bosques fragmentados
depende de muchos factores més all& del estado de sucesion, como la intensidad y el tipo de
fragmentacion, la composicion de especies, la calidad del suelo, la disponibilidad de agua y
nutrientes y la frecuencia y el tipo de disturbios. Ademas, la recuperacion de la hojarasca y

el carbono en los bosques fragmentados puede llevar décadas o incluso siglos, dependiendo
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de la magnitud de la fragmentacion y la capacidad de recuperacién del ecosistema

(Laurance, Sayer & Cassman, 2014).

Las hojas son el principal componente para ambos CB (CBMA 73.5% para el Grupo
A, 73.9% para el Grupo By 69.5% para el Grupo C; CBLAT: Grupo A 36.6% y Grupo B
61.6%) (Tabla 1); este patron coincide con otros estudios (de Queiroza et al., 2019; Di
Stefano & Fournier, 2005; Haase et al., 1999; Huenachona, 2016; Lopez-Hernandez et al.,
2013; Morellato, 1992; Muoghalu et al., 1993; Nakagawa et al., 2019; Scott et al., 1992;
Sundarapandian & Swamy, 1999; Vargas-Parra & Varela, 2007).

Lépez-Herndndez et al. (2013) indican que entre el 30% y el 70% del total de los
nutrientes almacenados anualmente se encuentran en las hojas, lo que representa una alta
demanda de estos con respecto al resto de componentes. Comprendiendo que los procesos
en los bosques mantienen un retorno al suelo, donde el 70% de la produccion total de
hojarasca son hojas, independientemente del tipo de bosque (Meentemeyer et al., 1982), se
estima que esto podria ocasionar que la acelerada descomposicion de las hojas sea la forma
basica para que ocurra el ciclo de nutrientes y sea una fuente de energia para los
organismos heterétrofos que dependen de ello (Correia et al., 2016; Rai et al., 2016). Por
tanto, la mayor contribucion a la hojarasca siempre seran las hojas, a pesar de que
actualmente se puedan tener algunas inconstantes debido al cambio climatico (Foster &
Rahmstorf, 2011).

Con respecto a la temperatura presentada en cada sitio de muestreo, se obtiene que el
Grupo A (El Salvador y Ecovilla) del CBMA es el que presenta mayor temperatura media,
coincidiendo con que en ambos lugares se obtuvo mayor cantidad de hojarasca (Figura 4).

Ambos lugares presentan precipitacion similar.
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Figura 4. Frecuencia de temperatura media mensual obtenida en cada sitio de muestreo de
los Corredores Bioldgicos Lago Arenal Tenorio y Montes del Aguacate, 2018-2019-2020.
Fuente: Elaboracion propia

En el CBMA la cantidad de biomasa caida fue mayor cuando se presentd menos de
100 mm de lluvia; mientras que en el CBLAT entre los 75y 317 mm de precipitacion se

alcanzaron los indices mas altos de biomasa capturada (Figura 5).
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Por otro lado, al analizar la biomasa caida con respecto a la temperatura media
ambiental, se observa que hay una leve tendencia a tener mas caida de biomasa a mayor
temperatura, siendo mas evidente para el CBMA, donde la mayor cantidad de captura de
biomasa se obtiene al superar los 23 °C (Figura 6).
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Al aplicar la correlacion de Pearson entre la caida de hojarasca y ambas variables
climaticas, se obtuvo fuerte evidencia de correlacion entre la variable de hojarasca caida y
la temperatura (82.09%, p= 0.002) y una débil correlacién entre la variable hojarasca caida
y la precipitacion (38.96%, p = 0.2362).

Diferentes autores coinciden en que mayores cantidades de hojarasca estan asociadas
con menores precipitaciones y temperaturas mas altas, lo que coincide con los resultados
obtenidos en el presente estudio para el CBMA. Kume et al. (2011), Nakagawa et al. (2018)
y Quinto, Ramos & Abadia (2007), evidenciaron una relacion entre el aumento de la
precipitacion media anual y la PPN, sobre todo en ecosistemas humedos en bosques
tropicales, es decir, la PPN disminuye al ir aumentando la precipitacion, porque la alta
pluviosidad aumenta el ciclo de nutrientes y la disponibilidad de los mismos; mucha lluvia
reduce el oxigeno en el suelo y esto es perjudicial para los microorganismos
descomponedores y para las raices de las plantas, lo que reduce la obtencién de recursos,
por lo tanto, reduce la productividad (Cruz, 2001; de Queiroza et al., 2019; Herbohn y
Congdon, 1993; John, 1973; Lebret, Nys & Forgead, 2001). Por otro lado, Quinto, Ramos
& Abadia (2007), Clark et al. (2001) y Kalacska, Calvo-Alvarado & Sanchez-Azofeifa
(2005), afirman que hay una reduccién de productividad al reducirse la temperatura en los
sitios, que podria explicarse por la altitud, lo cual indica que, a mayor altura, menor

temperatura y menor productividad.

De acuerdo con Cruz (2001) y Lopez-Hernandez et al. (2003) deberiamos tener en
cuenta la dominancia de especies en los sitios de muestreo, ya que los ciclos de las caidas
de hojas estan influenciados por los arboles de dosel emergente y dominante. Por ejemplo,
los sitios mas productivos de este estudio, Ecovilla y El Salvador, son los sitios con la
predominancia de especies como Enterolobium cyclocarpum (Jacg.) Griseb. (guanacaste),
Anacardium excelsum (Bertero & Balb. ex Kunth) Skeels (espavel) y Brosimun alicastrum

Sw. (ojoche), que generalmente son dominantes del dosel o0 muy abundantes.

En este estudio solamente se consideraron factores como precipitacion y temperatura,
sin embargo, la variacion en la productividad pudo haber estado afectada por factores como
la humedad, la variabilidad de las condiciones climaticas de cada afio, las técnicas
utilizadas para la recoleccion de hojarasca en cada estudio, de los tipos de especies que
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habitan el bosque, la profundidad del suelo y sus variables estructurales como la
inclinacion, altura del bosque, grado de ramificacion, area de la copa (Cruz, 2001; Lopez-
Hernandez et al., 2003; Martinez-Alonso et al., 2007; Nakagawa et al., 2018, Vargas-Parra
& Varela, 2007).

De manera general, es posible desprender de esta investigacion que la cantidad de
biomasa caida muestra en casi todos los sitios un aumento de esta hacia los inicios de cada
afio, lo cual coincide con el patron general ambiental del inicio del periodo con menor
precipitacion, identificando la predominancia de comunidades forestales con alta presencia
de especies deciduas o semideciduas. Este patron clasico dispara una serie de procesos e
interacciones que se derivan de procesos fenoldgicos y que estan dirigidos primariamente
por la dependencia de estas comunidades forestales de la disponibilidad hidrica edéfica y el
estrés hidrico atmosférico, como los reportados en bosques similares (Castro et al., 2018;
Souza et al., 2019; Morffi-Mestre et al., 2020).

Al final, las mismas variaciones locales encontradas por sitio sugieren que los
futuros impactos de los cambios globales van a determinar la productividad y destino final
de nuestros bosques y que variaran de manera importante por sus rasgos especificos a nivel
local (Hofhansl et al., 2014).

Conclusiones

Existen evidencias de que la cantidad de hojarasca varia temporalmente vy
espacialmente a lo largo del afio, pues no es homogénea por trampa por sitio de estudio
debido a la heterogeneidad del dosel. Las variaciones entre los meses pueden obedecer a
oscilaciones estacionales, sequias y periodos de mucha lluvia, ademas, la distribucién de la
caida de hojarasca en los sitios de estudio, también podria estar determinada por la
distribucion de los individuos, del tipo de especies, su edad, sus respuestas a estimulos
bidticos y abidticos, la densidad de individuos, microclima, el régimen hidrico local, la
herbivora, las reservas de nutrientes, la disponibilidad de agua y las condiciones climéticas
locales. Los resultados del trabajo indican la importancia de continuar investigando con
mayor detalle la relacion suelo-vegetacion y la importancia que tienen los nutrientes que

brinda la hojarasca en las comunidades vegetales. Esto implica el entendimiento de la
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dindmica de la deposicion de la hojarasca y como contribuye a la conservacién de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, manteniendo la fertilidad del mismo, evitando la
erosion, ademas, regenerando el suelo y manteniendo los procesos ecolégicos en los CB.

La degradacion de la tierra es uno de los problemas ambientales, regionales y
mundiales méas graves, por lo que todos los ecosistemas forestales tienen cambios
considerables en sus areas originales, principalmente debido a la accién antropogénica. En
este sentido, la hojarasca representa un buen indicador de recuperacion de areas degradadas
y puede ser utilizada para el establecimiento de practicas que promuevan la sucesion y

restauracion ecoldgica de la vegetacion de manera acelerada (Arato et al., 2003).
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Resumen

El objetivo fue evaluar la capacidad nematicida in vitro de hongos nemat6fagos (HN) de plantaciones de
banano de la region Huetar Atlantica contra el nematodo Radopholus similis. Previamente identificados los
HN, se utilizaron varios aislamientos para evaluar su patogenicidad contra R. similis. Estos incluyeron dos
aislamientos de Fusarium oxysporum (Fox2 y Fox3), dos de Trichoderma asperellum (Trichl y Trich3) y uno
de Purpureocillium lilacinum (Pli). Se realizd una suspensién y conteo de esporas de cada hongo para
determinar la concentracion de conidios (UFC/mI) a inocular. Posteriormente se deposit6 por plato 0,5 ml de
una suspension que contenia 60 adultos y juveniles de R. similis y se realiz6 el conteo de nematodos a las 24h
y 42hy se verificd la capacidad depredadora de cada aislamiento. Se realizé un anélisis estadistico ANOVA 'y
comparaciones de medias con el programa estadistico InfoStat para evaluar el efecto de los tratamientos en la
mortalidad de R. similis. A las 24 horas después de la inoculacion, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos, con un promedio de mortalidad del 15-30%. Sin embargo, a las 42 horas, se
identificaron diferencias significativas en la capacidad antagonica de los aislamientos Trich3, Fox3, Fox2 y
Trichl, con porcentajes de mortalidad del 53.3%, 41.6%, 37.9% y 37.7% respectivamente. El aislamiento Pli
(25.8%) no mostré diferencias significativas en comparacién con el control (Tx1). Los aislamientos de T.
asperellum y F. oxysporum poseen una alta capacidad nematofaga contra R. similis con potencial para ser
utilizados como agentes de control biolégico.

Palabras clave: Nematodo barrenador; control biolégico; patogenicidad; antagonismo, mortalidad

Abstract

The objective was to evaluate the in vitro nematicidal capacity of nematophagous fungi (HN) from banana
plantations in the Huetar Atlantic Region against the nematode Radopholus similis. Once HN were previously
identified, several isolates were used to evaluate their pathogenicity against R. similis. These included two
isolates of Fusarium oxysporum (Fox2 and Fox3), two of Trichoderma asperellum (Trichl and Trich3), and
one of Purpureocillium lilacinum (Pli). A suspension and spore count of each fungus was carried out to
determine the concentration of conidia (CFU/mI) to inoculate. Subsequently, 0.5 ml of a suspension
containing 60 adults and juveniles of R. similis was deposited per plate and the nematodes were counted at 24
and 42 hours and the predatory capacity of each isolate was verified. An ANOVA statistical analysis and
comparisons of means were performed with the InfoStat statistical program to evaluate the effect of the
treatments on the mortality of R. similis. At 24 hours after inoculation, no significant differences were
observed between treatments, with an average mortality of 15-30%. However, at 42 hours, significant
differences were identified in the antagonistic capacity of the Trich3, Fox3, Fox2 and Trichl isolates, with
mortality percentages of 53.3%, 41.6%, 37.9% and 37.7% respectively. The Pli isolate (25.8%) did not show
significant differences compared to the control (Tx1). The isolates of T. asperellum and F. oxysporum have a
high nematophagous capacity against the R. similis with the potential to be used as biological control agents.

Keywords: Borer nematode; biologic control; pathogenicity; antagonism, mortality
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Introduccion

El banano (Musa paradisiaca) es una planta procedente del Sudeste Asiatico que se
cultiva desde hace aproximadamente 10 000 afios (UNCTAD, 2013). Esta herbacea
gigante, perteneciente a la clase de las monocotiledéneas y a la familia de las musaceas,
crece en los tropicos y por sus propiedades nutritivas, se posiciona entre los principales

alimentos y frutas cultivadas en muchas partes del mundo (Vargas-Céspedes et al., 2017).

El fruto de esta musacea representa un alimento esencial para mas de 400 millones de
personas a nivel mundial (Dita et al., 2010). Se estima que las exportaciones mundiales de
banano alcanzaron los 20,2 millones de toneladas en 2019 (FAO, 2020). Los mayores
exportadores de banano a nivel mundial fueron Ecuador y Filipinas, seguido por paises de
América Latina y el Caribe (Guatemala, Costa Rica, Panama y Republica Dominicana)
(Zhiminaicela-Cabrera et al., 2020).

El cultivo de banano en Costa Rica posee una importante participacién en el sector
agropecuario, con un valor de exportaciones de $ 997 550 000 USD al 2019. Estos datos
colocan a esta fruta en el primer lugar en términos de valor de las exportaciones del sector,
lo que representd aproximadamente un 35,8% de la participacion total en esta actividad.
Ademas, durante este afio, se produjeron aproximadamente 2 183 158 toneladas métricas de
banano (Castillo-Benavides, 2021). Esta actividad se desarrolla en Costa Rica

principalmente en la region Huetar Atlantica del pais (Barraza et al., 2020).

En la actualidad, la superficie de exportacion de esta fruta en Costa Rica abarca
alrededor de 42,066 hectareas. Las areas principales de cultivo de banano se encuentran
distribuidas en varios cantones, destacando Limon centro, Talamanca, Matina, Guacimo,
Sarapiqui, Siquirres y Pococi. Estos representan mas del 97% de las hectareas de banano

cultivadas en el pais (Mata-Martinez, 2021).

Al ser el banano un monocultivo, es propenso a la incidencia de enfermedades y
plagas, entre estas Ultimas, los nematodos fitoparasitos. En plantaciones con varios afios de
establecidas, es comdn encontrar comunidades poliespecificas de nematodos (Gowen,
Quénéhervé & Fogain, 2005). De acuerdo con las frecuencias y densidades poblacionales,

durante el afio y en las zonas productoras de platano y banano de cada pais, R. similis es el
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mas abundante y la principal especie fitoparasita, constituyendo entre el 82 y 97% de la
poblacion de nematodos en raices y cormos (Guzman-Piedrahita, 2011; Holguin-Quispe,
2018).

En plantas infectadas con R. similis, los primeros sintomas son evidentes cuando se
observan lesiones en forma de estrias que rodean completamente las raices. Estas heridas
destruyen todas las raices y a medida que la lesion aumenta, se forman cavidades en la
corteza que facilitan la entrada de otros microorganismos secundarios, como hongos,
bacterias saprofitas o fitopatdgenas. La presencia de estos microorganismos puede causar la

muerte de la planta (Renddn-Restrepo, 2020).

Tradicionalmente el control de nematodos fitoparéasitos se realiza mediante el uso de
nematicidas quimicos de los grupos organofosforados y carbamatos los cuales han sido
clasificados como plaguicidas altamente peligrosos por su alta toxicidad (SFE, 2020). Estos
productos quimicos provocan efectos ambientales negativos y la eliminacion de organismos
no blanco como nematodos de vida libre (Arboleda, Guzméan y Mejia, 2012), los cuales
juegan un papel esencial en los ecosistemas al descomponer materia organica, reciclar
nutrientes y regular poblaciones microbianas. La creciente preocupacion por reducir el uso
de agroquimicos impulsa el desarrollo de tecnologias que facilitan la obtencion de
productos a partir de microorganismos, tanto en términos de calidad como de cantidad, para
la aplicacion en areas de cultivo (Burges, 2007).

La implementacion de alternativas no quimicas representa un desafio en el desarrollo
de estrategias para combatir plagas y enfermedades (Kerry, 2001). Dentro del amplio grupo
de organismos que pueden ser utilizados se encuentran los hongos nematéfagos (HN), los
cuales han sido ampliamente estudiados y son los méas importantes en la regulacién de
poblaciones de nematodos (Chen & Dickson, 2004). Los HN poseen la capacidad para
capturar, atacar, matar y destruir nematodos en todos sus estadios, dependiendo de la
especie y el género (Fernandez-Jiménez et al., 2019). La forma de captura de estos hongos
es mediante drganos especializados como redes, botones y conidios adhesivos, ademas,

algunos poseen anillos constrictores o simples (Ocampo-Gutiérrez, 2021).
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La mayoria de estos hongos pueden sobrevivir como saprofitos, atacar a otros hongos
(micoparésitos), colonizar raices de plantas o ser producidos en laboratorio en medios
nutritivos (Bojanich, 2019). Costa Rica posee gran potencial para utilizar los HN como
medio de control biolédgico, debido a su diversidad y amplia distribucion geogréafica que
incluye ecosistemas naturales y agricolas (Varela-Benavides et al., 2017). Por este motivo,
la siguiente investigacion tuvo como objetivo la evaluacion del potencial nematicida in
vitro de cinco hongos aislados de fincas bananeras de la Region Huetar Atlantica de Costa

Rica contra una poblacion del nematodo barrenador Radopholus similis.
Metodologia
Sitios de muestreo

Durante junio a agosto de 2021, se llevaron a cabo giras de prospeccion para la
recolectar muestras de suelo. ElI muestreo se realizd de manera aleatoria tomando 25
submuestras por hectarea en seis fincas bananeras en los cantones de Limdn, Pococi,

Siquirres y Talamanca todas pertenecientes a la region Huetar Atlantica.

Las muestras de suelo se recolectaron con un barreno y luego se cuarte6 hasta obtener
aproximadamente 1 kg de muestra. Las muestras se guardaron en bolsas plasticas y se
etiquetaron con la fecha, el lugar de recoleccion y las coordenadas geograficas
correspondientes. Posteriormente, cada muestra se trasladé en un contenedor térmico al

Laboratorio de Nematologia de la Universidad Nacional para su procesamiento y analisis.
Aislamiento, purificacion e identificacién de hongos antagonistas

El aislamiento de HN en las muestras de suelo se llevo a cabo utilizando el método de
“espolvoreado en placa” descrito por Barrdon (1977). Para cada muestra recolectada, se
extrajo entre 0,5 a 1,0 g de suelo, el cual se dispuso en platos Petri con agar-agua (AA) de
10 cm de diametro. Este procedimiento se realizé con un total de 5 repeticiones por cada
localidad muestreada. Posteriormente se incubo cada caja Petri a temperatura ambiente (17-

27°C) a luz natural durante una semana.

Después de observar la presencia de estructuras como hifas, conidios o esporas, se

procedi6 al aislamiento con la ayuda de un pincel delgado con un cabello fino unido al
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extremo anterior que permitio sujetar dichas estructuras. Luego, cada estructura encontrada
se coloco en platos Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) con &cido lactico al 25%
(p/v) que evitd la presencia de bacterias y favorecié el crecimiento micelial (Sanchez-
Miranda et al., 2021).

Después de una semana, se observo el crecimiento de los hongos y se llevo a cabo la
fase de purificacion y replicacion mediante tres repeticiones en platos Petri con PDA y
antibidtico hasta obtener cultivos puros. Posteriormente mediante la técnica de cultivos
monosporicos descrita por Cafiedo y Ames (2004), se establecieron tres repeticiones de
cultivos monospdricos para cada aislamiento. Para conservar cada hongo aislado se utilizo
el “método de conservacion en aceite mineral estéril”, descrito por Little y Gordon (1967),
y modificado por Deshmukh (2003). Los hongos se conservaron en viales de 7 cm alto x
1.6 cm de ancho con capacidad para 25 ml con PDA y aceite mineral a una temperatura de

4°C, lo cual redujo su tasa metabolica para preservar su viabilidad a largo plazo.

La identificacion morfoldgica se realizo con las claves de Cooke y Godfrey (1964) y
Barnett y Hunter (1998). Se realizd un montaje de las estructuras fungicas para cada uno de
los hongos aislados. Se utilizé un microscopio Nikon eclipse 80i y se observo cada hongo a
una ampliacion de 100x. Se compar0 la morfologia observada con las caracteristicas
descritas en las claves mencionadas anteriormente, con el fin de lograr la identificacion

cada hongo.

Para la identificaciobn molecular de los hongos, se realiz6 la extraccion de ADN
mediante la metodologia de Hoyos-Carvajal et al. (2008), con algunas modificaciones y se
efectuaron pruebas de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para la amplificar de
distintas regiones del genoma (ITS, TEFla, 1-alfa, rpb2 y B-tubulina). Los productos de
PCR se evaluaron por electroforesis en geles de agarosa TopVision al 1% tefiidos con
GelRed 1X y se visualizaron bajo a luz UV. Posteriormente, fueron enviados a Macrogen
Inc. en Corea del Sur, para su purificacion y secuenciacion en ambas direcciones mediante

el método Sanger (Sanger et al., 1977).

Una vez obtenidos estos resultados, se construyeron secuencias consenso y se

editaron utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5, a partir

ot 33



de las dos hebras (forward y reverse) con respecto al electroferograma obtenido.
Finalmente, se compararon las secuencias de ADN obtenidas con accesiones reportadas en
el GenBank® por medio de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

para la identificacion de especies.
Reproduccion de R. similis en discos de zanahoria

Para obtener el in6culo del nematodo, se utilizé6 la metodologia descrita por
O'Bannon y Taylor (1968) y Moody et al. (1973), se llevé a cabo en el Laboratorio de
Nematologia de la UNA. Para la reproduccién de la poblacion de R. similis en cultivo
monoxeénico, se utilizaron zanahorias frescas y sanas. Las zanahorias se desinfectaron
previamente utilizando detergente liquido para eliminar cualquier contaminante externo.
Luego, se dejaron sumergidas 15 minutos en una solucion que contenia 2 L de agua
destilada y 400 mL de cloro al 3%. Transcurrido ese tiempo, se lavaron con agua destilada
y se llevaron a una cdmara de flujo laminar previamente desinfectada donde se flamearon
con alcohol al 95%. Luego, se elimind la cascara de la zanahoria y se cort6 en discos de 4

cm de diametro por 0.5 cm ancho.

En total se cortaron 10 discos que fueron transferidos con pinzas previamente
esterilizadas a platos Petri de 6 cm de diametro y se sellaron con papel Parafilm®. Durante
tres dias se observd cada plato Petri para descartar alguna contaminacion. Posteriormente,
se procedid a inocular en cada uno de ellos de una suspension de 75 pl de agua destilada
que contenia aproximadamente 100 nematodos. Los platos Petri fueron rotulados y sellados
nuevamente con papel Parafilm® y se almacenaron en una incubadora en oscuridad a una
temperatura de 27 °C. Dos meses después de la inoculacién, se observé la reproduccion de

los nematodos en los discos de zanahoria.
Pruebas de antagonismo in vitro

Se utilizaron cinco HN previamente identificados morfol6égica y molecularmente para
las pruebas in vitro los cuales se encontraban en medio papa dextrosa agar (PDA). Después
se prepard una suspension de esporas de cada hongo, rozando con un asa bacterioldgica la

superficie del medio de cultivo junto con el hongo. Posteriormente, se realiz6 el conteo de
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esporas en un hematocitémetro y se determind la concentracion de conidios (UFC/ml) a
colocar por plato Petri. Las pruebas de antagonismo se realizaron en el Laboratorio de

Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la UNA.

Para determinar el potencial biocontrolador de los hongos seleccionados se utilizaron
cajas Petri de 6 cm para cada hongo. Cada caja contenia 8 ml de AA (20g/L). Ademas, se
adicion6 una cantidad anteriormente definida de UFC (1x10°) para cada aislamiento. Los
platos Petri se incubaron entre 17 a 27°C y luz natural durante cuatro dias. Posteriormente,
se realizd el lavado con agua destilada de los discos de zanahoria que contenian los

nematodos; el objetivo era obtener la maxima cantidad posible de nematodos.

Luego se llevaron a cabo los conteos, se realizaron diluciones y se obtuvo la cantidad
requerida de nematodos por alicuota. Se depositd por plato 0,5 ml de una suspension con 60
individuos (hembras, machos y juveniles) de la especie R. similis. Las cajas se incubaron en
las condiciones de luz y temperatura descritas anteriormente y por Gltimo se realizo el
conteo de nematodos a las 24h y 42h y se verifico la capacidad antagdnica de cada
aislamiento. Se llevé a cabo la observacion y verificacion de la capacidad de movimiento
de los nematodos. En los casos en que no se evidencid actividad de desplazamiento, se
utilizé un pescador de nematodos para comprobar su estado, es decir, si estaban vivos o

muertos.
Disefio experimental

La unidad experimental correspondié a la misma que la unidad observacional, que
consistio en una placa Petri con agar agua que contenia una suspension de 0.5 ml de
nematodos. La estructura de tratamiento fue bifactorial con interaccion, donde el primer
factor fueron los hongos nematéfagos con cinco niveles correspondientes a los aislamientos
y el segundo factor fueron las evaluaciones con 2 niveles correspondientes a las lecturas.
Cada combinacion de factores tuvo cinco repeticiones y por ser la parcela homogénea

estructuralmente, se establecio un disefio completamente aleatorizado (DCA).
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Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de mortalidad en R.
similis, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas en el tiempo
bajo la teoria de los modelos lineales mixtos. EI modelo lineal para el experimento fue
bifactorial con interaccion. Se comprobaron los supuestos del ANOVA con gréaficos
diagndsticos (cuantiles de los términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos
vs. predichos) y se escogio el mejor modelo en funcion de los criterios de Akaike (AIC) y
de informacion Bayesiano (BIC). Una vez comprobado que en el porcentaje de mortalidad
existieron diferencias estadisticas para la interaccion o algun factor individual, se realizo las
comparaciones de medias por medio de la prueba de Prueba de Di Rienzo, Guzméan y
Casanoves (DGC) (p <0.05) y se utilizo el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2020).

Resultado y discusién
Identificacién morfoldgica y molecular de HN

Se aislaron un total de cinco HN, basados en las descripciones microscépicas,
aspectos morfologicos y la identificacion molecular mediante PCR. Los resultados
obtenidos de las comparaciones de las secuencias de nucledtidos con accesiones reportadas
en el GenBank®, permitieron la correcta identificacion de cada uno de los cinco hongos. La
secuencia de nucledtidos de la regién TEF1-a de los aislamientos provenientes de muestras
de suelo de Siquirres (Fox2) y de Pococi (Fox3) presentaron un nivel de homologia de
100% con F. oxysporum (MN386735) reportado en Malasia (Kee et al., 2020).

La secuencia de nucleétidos de los productos amplificados de la region TEF1-a de los
aislamientos Trichl de Limon y Trich3 de Pococi, presentaron homologia del 100% con T.
asperellum (MZ442656) reportado en Paraguay (Florentin, 2022). Finalmente, el
aislamiento Pli proveniente de muestras de suelo de Talamanca, presentd un nivel de
homologia del 99.7% en el gen de la B-tubulina con respecto a P. lilacinum (KY488512)
reportado en Brasil (Amatuzzi et al., 2017). Las secuencias obtenidas en este estudio fueron
subidas al GenBank® y se obtuvieron los nimeros de accesion para cada uno de los hongos
identificados (Tabla 1).
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Tabla 1.

Origen e identificacion de los hongos nematdfagos aislados de muestras de suelo de la
Regidn Huetar Atlantica, utilizados en las pruebas in vitro. Costa Rica, 2021

Procedencia Nombre cientifico Cddigo  Identidad (%0%*) Accesion™
Pococi Trichoderma asperellum Trich3 100 OR418173
Siquirres Fusarium oxysporum Fox2 100 OR828460
Limon Trichoderma asperellum Trichl 100 OR418174
Pococi Fusarium oxysporum Fox3 100 OR828461
Talamanca  Purpureocillium lilacinum Pli 99,7 OR418119

*Porcentajes de identidad (%) calculados por medio de la herramienta en linea BLAST
Nucleotide del National Center for Biotechnology Information (NCBI). ** Numeros de
accesion de cada uno de los hongos identificados en este estudio.

Evaluacion del antagonismo in vitro de hongos nematéfagos

El andlisis de varianza (ANOVA) reveld diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la interaccion de los hongos con las evaluaciones (p<0.05), lo que evidencid
una relacién entre los diferentes aislamientos y el tiempo de lectura. Estas variaciones
ejercieron un impacto significativo en la capacidad antagonica sobre los nematodos, ya que
el indice de mortalidad més alto se observd luego de 42 horas de exposicion, en

comparacion con la primera lectura efectuada a las 24 horas.

El tratamiento control (Tx1), el cual Unicamente contenia nematodos en los platos
Petri, en términos del porcentaje de mortalidad, fue similar a los otros tratamientos en los
dos tiempos de lectura (p<0.005). El tratamiento control (Tx1) manifest6 en promedio un
porcentaje de mortalidad del 22.1% en la primera lectura (24 horas) y un 25.5% en la
segunda lectura (42 horas) (Figura 1). La diferencia en mortalidad en ambas lecturas fue del

3,3%, lo que hace indicar que R. similis se mantuvo activo y mavil, como era de esperar, ya
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que los nematodos se encontraban en el medio de cultivo AA + agua destilada, sin estar

expuestos a ningun antagonista.

En el caso de T. asperellum (Trich3) y T. asperellum (Trichl) mostraron un promedio
de porcentaje de mortalidad del 28.8% y 25.1%, a las 24 horas después de la inoculacion
respectivamente. Estos valores no presentaron una diferencia significativa en comparacion
con el tratamiento control (Tx1). A las 42 horas de exposicidn, los tratamientos Trich3 y
Trichl mostraron un aumento en el promedio de porcentaje de mortalidad, con valores del
53.3% y 37.7%, es decir, la diferencias entre ambos fueron del 24.5% y 12.6%
respectivamente. Estos resultados tienen relacion con los reportados por Candelero et al.
(2015), quienes mediante pruebas in vitro después de 48 horas de inoculacion, demostraron
la capacidad antagOnica de varias especies de Trichoderma spp. sobre juveniles de

Meloidogyne incognita con porcentajes de reduccion, en algunos casos, de hasta el 100%.
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Figura 1. Gréafico de lineas de las medias de mortalidad (%) en funcion de los aislamientos
para cada lectura [Medias con letra comdn no son diferentes estadisticamente (p>0.05)].



En las cajas Petri inoculadas con T. asperellum (Trichl y Trich3), se observd gran
cantidad de esporas y micelio alrededor de la cuticula de los nematodos (Figura 2 A'y B).
Este efecto se podria asociar con la capacidad de micoparasitismo que posee Trichoderma,
asi como a su habilidad para competir por recursos nutricionales y espacio. De acuerdo con
Herrera et al. (2023), el fendmeno de micoparasitismo involucra la produccion de una
variedad de enzimas, entre las cuales se incluyen quitinasas, glucanasas, quitobionas,
peroxidasas, celulasas y proteasas. Estas enzimas, pudieron en este estudio, explicar la
capacidad de este hongo de penetrar la cuticula de los nematodos. Ademas, investigaciones
realizadas por Medina-Olea (2020) y Hernandez-Ochandia et al. (2015), indicaron que
aislamientos de T. asperellum poseen la habilidad de degradar la pared celular de R. similis,
lo cual esta directamente vinculado con la actividad de las enzimas liticas mencionadas

anteriormente.

Asimismo, no se descarta la posibilidad de que T. asperellum (Trichl y Trich3) hayan
producido y liberado al medio, metabolitos secundarios (MS) que, al interactuar con los
nematodos, hayan provocado su inmovilizacion y finalmente la muerte. Segun Medina
(2016) y Mesa-Vanegas et al. (2019), algunos de estos compuestos son policétidos,

terpenos, terpenoides, pirdgenos, fenoles y alcaloides.

En el caso de los dos aislamientos de F. oxysporum (Fox2 y Fox3), ambas
presentaron porcentajes de mortalidad del 25.9% y 28.8% respectivamente, a las 24 horas
después de la inoculacion, similares al tratamiento control (Tx1) que fue de 25.5 %. Ambos
aislamientos, no mostraron diferencias estadisticamente significativas en términos del

promedio de mortalidad en comparacién con el Tx1 en la primera lectura.

En la segunda lectura, ambos tratamientos (Fox2 y Fox3), mostraron un aumento
significativo en el promedio de mortalidad de adultos y juveniles de R. similis con
porcentajes del 37.9% y 41.6% respectivamente. Ambos aislamientos mostraron diferencias

del 12.0% y 12.8% en la segunda lectura a las 42 horas.

Resultados similares con el uso de compuestos como la bikaverina y el acido
fusérico, aislados del hongo endéfito F. oxysporum, fueron reportados por Seong et al.
(2021). Estos compuestos produjeron mortalidades del 50.0% y 43.0% al nematodo
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Bursaphelenchus xylophilus, respectivamente. En este estudio, la observacion de
nematodos juveniles y adultos inmdviles en los platos Petri inoculados con este hongo,
podria indicar la presencia de este compuesto (Figura 2 C y D). Adicionalmente, en un
ensayo realizado por Morales-Garcia (2014), en el cual evalud el potencial de biocontrol de
dos aislamientos de F. oxysporum contra R. similis en plantas de banano producidas en
condiciones in vitro, se obtuvieron resultados similares a los de este estudio con una

reduccion de las poblaciones en raiz de un 39.2% y 54.1%, respectivamente.

De los cinco aislamientos utilizadas en esta investigacion, P. lilacinum (Pli) fue el
que mostré el menor porcentaje de parasitismo como potencial agente de control bioldgico.
En la lectura a las 24 horas, mostré un porcentaje de mortalidad del 18.8%, menor que el
que se observd en el tratamiento control (Tx1). En la segunda lectura a las 42 horas,
alcanz6 un promedio de mortalidad del 25.8%, sin mostrar diferencias significativas con
respecto al (Tx1) y con una media muy por debajo de los demés tratamientos (Trichl,
Trich3, Fox2 y Fox3) (Figura 1).

En una investigacion realizada por Varela-Benavides et al. (2017), donde evaluaron
el potencial antagonista in vitro de P. lilacinum a las 96 horas contra R. similis, obtuvieron
una tasa de mortalidad del 37.2%, lo que representd una diferencia del 11.4% mayor en
comparacion con los resultados obtenidos en este estudio, con el uso de un aislamiento de
la misma especie. La diferencia en el porcentaje de mortalidad podria estar relacionada con
algunas variables como el tiempo de exposicion del nematodo con el antagonista, el sitio

donde fue aislado y el tipo de suelo (Flores-Castafieda, 2016).

Adicionalmente, podria obedecer a pequefias variaciones en las condiciones de
laboratorio, como la temperatura, humedad y el medio de cultivo. Por otra parte, a pesar de
ser la misma especie, las diferencias en el parasitismo podrian deberse a la variabilidad

genética y fisiologica de cada aislamiento de hongo, segun su nivel de eficacia.
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Figura 2. Actividad nemat6faga de algunos aislamientos utilizados para las pruebas las
pruebas in vitro. A: F. oxysporum. B: T. asperellum. C: F. oxysporum. D: T. asperellum.
Heredia, 2023. Escala: A: 110 um. B: 120 um. C: 170 um y D: 145 pm.

Conclusiones

Se observé un aumento significativo en el porcentaje de mortalidad de los nematodos
en los tratamientos después de 42 horas de exposicion en comparacion con las mediciones
realizadas a las 24 horas. Los hongos T. asperellum y F. oxysporum demostraron una
mayor eficacia en el control de R. similis en comparacion con P. lilacinus y el tratamiento

control.



Los resultados revelaron una interaccion importante entre las variables de tipo de
hongo y tiempo de exposicion. Esto significa que el efecto de los hongos en la mortalidad
de los nematodos puede variar dependiendo del tiempo de exposicion.

El uso de hongos nemato6fagos es una prometedora estrategia de control de nematodos
fitoparasitos; sin embargo, se requieren mas investigaciones para evaluar su eficacia en
diversas condiciones de suelo y cultivos, asi como para determinar su posible impacto
ambiental y en otros organismos no objetivo. Es importante realizar pruebas en invernadero
y campo para confirmar el potencial de estos hongos como controladores de nematodos y
para identificar factores que puedan afectar su efectividad, como temperatura, densidad de

indculo y fuentes de carbono.

Finalmente, este estudio brinda informacion importante sobre el potencial de algunos
de estos hongos como métodos alternativos para el control de R. similis en el suelo.
Ademas, se evidencio la presencia de HN en la regién Huetar Atlantica, por lo que podrian
ser una alternativa més a los programas de manejo integrado de plagas (MIP) en cultivos de
importancia agricola en Costa Rica, para reducir el uso de nematicidas altamente toxicos

que provocan efectos negativos a la salud humana y al ambiente.
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Resumen

La acuaponia es un sistema de produccion agricola resultado de la combinacion de otros dos sistemas: la
hidroponia (cultivo de vegetales que utilizan soluciones acuosas con nutrientes disueltos) y la acuicultura
(cultivo de peces). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el crecimiento de cultivos de Lactuca
sativa var. longifolia Lam. y L. sativa var. angustana Irish ex Bremer, coexistiendo con “mojarra tilapia”
(Oreochromis niloticus L.), en un sistema acuapdnico familiar de raiz flotante. Para lo anterior, se
consideraron dos parametros para monitorear el desarrollo y crecimiento de las plantas: nimero de hojas y
longitud de raiz. Con el fin de dar un seguimiento a la calidad del agua de los estanques a lo largo del tiempo
que durd el estudio, se registraron dos veces por semana las variables fisicoquimicas: pH, oxigeno disuelto
(OD) en ml/l y temperatura en grados Celsius. Los resultados indican que hubo diferencias significativas en el
crecimiento y adaptacion entre ambas variedades de lechugas al sistema acuaponico. Lactuca sativa var.
longifolia, presentd un desarrollo vegetativo significativamente mayor en comparacién con L. sativa var.
angustana, asi como un mayor nimero de hojas y una mayor longitud radicular. Se concluye que es factible el
cultivo acuaponico de Lactuca sativa var. longifolia en un sistema familiar, toda vez que cumple con los
estandares requeridos para su consumo. Las condiciones fisicoquimicas del agua en el sistema acuapdnico
utilizado se mantuvieron favorables para el crecimiento de los organismos vegetales.

Palabras clave: Acuaponia; produccion rural; seguridad alimentaria
Abstract

Aquaponics is an agricultural production system resulting from the combination of two other systems:
hydroponics (vegetable cultivation using watery solutions with dissolved nutrients) and aquaculture (fish
cultivation). The objective of this research is to evaluate the growth of Lactuca sativa var. longifolia Lam. and
L. sativa var. angustana Irish ex Bremer coexisting with “mojarra tilapia” (Oreochromis niloticus L.), in a
floating root family hydroponic system. In order to fulfil the above, two parameters to monitoring the
development and growing of plants were considered: number of leaves and root length. To monitoring the
water quality of the ponds throughout the time the study lasted, the physicochemical variables were recorded
twice a week: pH, dissolved oxygen (DO) in ml/l and temperature in degrees Celsius. The results indicated
that there were significant differences in the growth and adaptation between both varieties of lettuce to the
hydroponic system. Lactuca sativa var. longifolia, presented a significantly higher vegetative development
compared to L. sativa var. angustana, as well as a greater number of leaves and root length. The aquaponic
cultivation of Lactuca sativa var. longifolia is feasible in a family system, since it meets the standards
required for its consumption is concluded. Finally, the physicochemical conditions of the water in the
hydroponic system used remained favourable for the growth of plant organisms.

Key word: Five keywords must be included, which must not be present in the title.

Introduccion

La acuaponia es un sistema de produccion agricola resultado de la combinacién de
otros dos sistemas: la hidroponia (cultivo de vegetales que utilizan soluciones acuosas con
nutrientes disueltos) y la acuicultura (cultivo de peces) (Viladomat, 2012), es decir, se trata
de un sistema de acuicultura recirculante, donde los desechos que producen los peces, por
accion bacteriana son transformados en nutrientes esenciales para el crecimiento de los

vegetales (Martinez-Yafez, 2013).
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De esta manera, la acuaponia se ha convertido en una técnica de produccion tendiente
a lo sustentable, ya que aprovecha los residuos generados por los peces, recicla el agua al
méaximo y eficientiza el espacio. Adicionalmente, representa una forma de produccion
organica de cultivos de plantas de rapido crecimiento y con alto contenido nutritivo,
ademas de que ofrece altos rendimientos a través de métodos faciles y econdmicos (FAO,
2016).

En otras palabras, la acuaponia es un método que produce alimentos organicos de
forma eficiente, eliminando al 100% la dependencia de los fertilizantes quimicos y la
contaminacion por desechos de aguas residuales de criaderos de peces. Asi también,
minimiza el uso de agua en la agricultura y acuicultura, siendo una actividad adecuada para

implementar en lugares con escasez de agua y suelos infértiles (FAO, 2016).

De esta manera, los sistemas acuapénicos familiares han sido disefiados para el
ahorro de espacio y para reducir la mano de obra y el tiempo invertido en su manejo, asi
como también las especies de plantas y peces que pueden incorporarse para su cultivo son
muy diversas (Calg, 2011).

No obstante, las especies vegetales mas recomendadas para este tipo de sistemas son
las hortalizas de hoja ancha y las denominadas aromaéticas, las cuales suelen ser especies de
cultivo de ciclo corto y de rapido crecimiento. Entre las primeras destacan las variedades de
Lactuca sativa L. (“lechuga”) y entre las del segundo grupo, Ocimum basilicum L.
(“albahaca”), Mentha x piperita L. (“menta”) y Origanum vulgare L. (“orégano”). Con
respecto a las especies de peces, las méas utilizadas suelen ser: Oreochromis niloticus L.
(“mojarra tilapia”) en climas calidos y Oncorhynchus mykiss Walbaum (“trucha arcoiris”),
en climas de templados a frios (INTAGRI, 2017).

Asi, la acuaponia es una alternativa productiva viable para desarrollarse en el entorno
familiar de hogares rurales, tanto para autoconsumo como para venta a pequefia escala
(Somerville et al., 2022; Caldas-Quifionez et al., 2019). Por esto, Valdes-Zamora (2018),
considera que esta técnica es amigable con el ambiente y puede incrementar rendimientos,
por lo que mejora la calidad de vida de quienes la aplican, contribuyendo a la seguridad

alimentaria, generando empleos y fortaleciendo la integracion social en ambientes rurales.
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Finalmente, esta técnica no se limita a sistemas cerrados ni a la utilizacion exclusiva
de agua dulce; como mencionan Larrinaga-Mayoral et al. (2020), es posible la utilizacion
de agua con contenidos de sales moderados en ambientes aridos, para la produccion de
peces y vegetales, ademas de dar un uso final al agua, utilizandola como riego en cultivos

en suelo a cielo abierto.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar dentro de un sistema hidropdnico
familiar de raiz flotante, el desarrollo y crecimiento de dos variedades de lechuga: Lactuca
sativa var. longifolia Lam. (“lechuga baby sucrine”) y Lactuca sativa var. angustana Irish
ex Bremer (“lechuga esparrago”), coexistiendo con peces de la especie Oreochromis

niloticus L. (“mojarra tilapia”).
Metodologia
Descripcion del area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el area de Permacultura del Colegio de Postgraduados
Campus Cordoba, ubicado en la region de las Altas Montafias, en el municipio de Amatlan
de los Reyes, en el estado de Veracruz, México (18° 51’ 22” N, 96° 51” 43” O) (Figura 1).
La altitud promedio sobre el nivel del mar es de 648 m y el clima dominante es calido

hamedo con abundantes lluvias en verano.

Los rangos de temperatura varian entre 20 y 24 °C y la precipitacion anual esta entre
1,900 y 2,600 mm?® (CEIEG-Veracruz, 2018). La zona esta cubierta por pequefios relictos
de bosque tropical perennifolio (Rzedowski, 1978) o selva mediana subperennifolia
(Miranda y Hernandez-X., 1963), dominando principalmente la vegetacion secundaria
derivada de este tipo de vegetacion, intercalada con grandes extensiones de cultivos de café
y cafia de azUcar (Rivera-Hernandez et al., 2019).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio. A. Ubicacion del estado de Veracruz con

Kilometros

referencia al pais. B. Ubicacion de la region de las Altas Montafias en el estado de
Veracruz; con un punto verde se indica la ubicacion del area de estudio en esta region. C.
Ubicacién del area de estudio marcada con un circulo amarillo y un punto negro al centro.

El poligono del Colegio de Postgraduados se marca con una linea roja.
Materiales y métodos

Disefio del sistema hidropdnico. Este estudio se llevo a cabo del 24 de julio al 24 de

octubre de 2019, a lo largo de 12 semanas. El disefio partié de la premisa de que fuera lo
mas sencillo y econémico posible, pero sin perder efectividad. Se adaptaron los sistemas
propuestos por Somerville et al. (2022) y Lobillo et al. (2016), tomando en cuenta las
condiciones (disponibilidad de agua y electricidad, topografia del terreno, etc.) y los

materiales locales.

El agua utilizada en este proyecto se tomé de un sistema de captacion de agua de

lluvia preexistente en el sitio, por lo que no se requirié de tratamientos quimicos previos
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para su uso, ya que esta agua presenta de forma natural un pH neutro y bajas

concentraciones de sales disueltas.

Se establecieron dos depdsitos con capacidad de 1000 I de agua cada uno y en total se
construyeron, a partir de tambos de plastico de 200 | de capacidad cortados
longitudinalmente en su parte media, ocho tinas de plastico con capacidades de 100 | de

agua cada una (Figura 2).

Para la recirculacion de agua, se construyd un sistema de tuberias de PVC en cada
estanque, el cual se conect6 a una motobomba eléctrica. Las camas de cultivo flotantes del
sistema acuaponico fueron construidas con tiras de bambu (Guadua angustifolia Kunth).
Las tinas fueron protegidas con malla de gallinero para evitar la depredacion de peces por

parte de animales de vida silvestre (aves principalmente) (Figura 2).

Figura 2. Sistema hidroponico desarrollado y utilizado en este estudio.

Introduccion de peces. Una semana después de haber instalado el sistema acuapénico, se

introdujeron las tilapias (O. niloticus) con una densidad de 50 individuos para cada
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repeticion (Estanque 1 = Repeticion 1; Estanque 2 = Repeticion 2); se especifica que no
hubo ninguna diferencia fisicoquimica en el agua ni en ninguna otra variable para los dos
estanques considerados en este estudio. En total, 100 individuos conformaron dos grupos:
R1 (50 peces) y R2 (50 peces). El alimento seleccionado para los peces fue de la marca
comercial NUTRIPEC extruido flotante, el cual fue suministrado dos veces al dia, en una
cantidad de 100 g de alimento a cada individuo; cada 15 dias se aumentaron 20 gr a la

cantidad inicial hasta alcanzar tallas comerciales de cosecha.

Produccion de lechugas. La germinacién de las semillas de lechugas se realiz6 en

almacigos utilizando “tierra negra” y composta casera. Se considerd que las plantulas
presentaran de dos a cuatro hojas verdaderas y una altura entre 8 a 10 cm para ser
trasplantadas (28 dias de edad). Tres semanas posteriores a la instalacion del sistema y dos
después de la introduccidn de los peces, se realizo el trasplante de plantulas de lechugas, de
las dos variedades consideradas. El substrato utilizado para la siembra y fijacion de cada
plantula en las camas flotantes del sistema fue hule espuma. Se sujetaron y enrollaron los
tallos y las raices de cada plantula con este material (Figura 4).

Se colocaron 15 plantas de cada variedad por tina. De manera intercalada (tina 1 con
la variedad longifolia; tina 2 con la variedad angustana, etc.), en conjunto, se “sembraron”
ocho tinas, cuatro tinas con la variedad longifolia y cuatro con la variedad angustana, para
cada Estanque o Repeticion, para un subtotal de 60 plantas por variedad y un total de 120

plantas por Estanque o Repeticion.

Para estimar el desarrollo y crecimiento de las plantas, se utilizé un tipo de muestreo
sistematico al azar (Espinoza, 2017). Se seleccionaron cinco individuos de cada tina de
cultivo y utilizando instrumentos lo méas simples posibles (reglas graduadas), se estimaron

los pardmetros cuantificables de interés: nimero de hojas y longitud de raiz.

Seguimiento a la calidad de agua. Para este apartado, se registraron dos veces por

semana, las variables fisicoquimicas: pH, oxigeno disuelto (OD) en ml/l y temperatura en

grados Celsius.

Analisis estadistico. Bajo un enfoque cualitativo (Saavedra, 2017), con base en

caracteristicas ideales 0 no para un producto para consumo humano, se establecieron tres
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categorias de los individuos cosechados: bueno, regular y malo (Tabla 1; Figura 3y 4).

Todos los individuos muestreados fueron asignados a una de estas categorias.

Para el caso de las variables fisicoquimicas estimadas: pH, temperatura y oxigeno
disuelto, se aplico una prueba “t” de Student para examinar las diferencias entre dos
muestras independientes y pequefias y con cualquier tipo de distribucién (normal o no)
(Rodriguez-Crespo, 2021). Para observar posibles diferencias en la calidad de las lechugas
de las dos variedades consideradas, se aplico una prueba de X? (chi cuadrada), para valorar
la independencia de dos distribuciones de las proporciones de las categorias de calidad
establecidas, para el contraste de dos hipdtesis: una nula (Ho) y una alternativa (Hq):

(Hernandez et al., 2017). Para este estudio, las hipotesis fueron:

Ho: la distribucion de las proporciones en las calidades establecidas (buena. regular,

mala), fueron iguales en las dos variedades de lechugas cultivadas.

H: la distribucién de las proporciones en las calidades establecidas (buena. regular,

mala), no fueron iguales en las dos variedades de lechugas cultivadas.
Tabla 1.

Categorias cualitativas para las dos variedades de lechugas consideradas en este estudio

Categoria Lactuca sativa var. longifolia  Lactuca sativa var. angustana

NUmero de hojas entre 29 a 39 Numero de hojas entre 10 a 13 y
Bueno y una longitud de raiz entre 11 una longitud de raiz entre 9 a 12
al3cm cm

Numero de hojas entre 18 a 28 Numero de hojas entre 5a 9 y
Regular y una longitud de raiz entre 8 a una longitud de raiz entre 4 a 8
10cm cm

NUmero de hojas entre 7a 17y NuUmero de hojas entre 0 a 4 y
Malo una longitud de raiz entre 5a 7 una longitud de raiz entre 0 a 3
cm cm

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos de Saavedra (2017).
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Figura 3. Categorias cualitativas de las hojas de plantas de lechuga (L. sativa var.
longifolia) producidas, segun el criterio de Saavedra (2017): (a) buena, (b) regular y (c)
mala. Fuente: elaboracion propia.

Figura 4. Categorias cualitativas de las raices de plantas de lechuga (L. sativa var.
longifolia) producidas, segun el criterio de Saavedra (2017): (a) buena, (b) mala. Fuente:
elaboracion propia.
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Resultados y discusién

La variedad longifolia logré un mayor desarrollo vegetativo de las estructuras
consideradas en el estudio: nimero de hojas y longitud radicular (Tabla 2). De tal forma
que, con base en los resultados y de acuerdo con Saavedra et al. (2017), es posible
considerarla dentro del rango 6ptimo de produccion para el consumo humano conocido
para esta variedad de L. sativa. Una prueba de chi cuadrada X? (2, N=120) = 25.67, p<.05,
para la variable nimero de hojas y X? (2, N=120) = 25.69, p<.05 para la variable longitud
de la raiz, mostraron que hay diferencias significativas entre ambas poblaciones en estas

dos variables consideradas.

Tabla 2.

Porcentaje de individuos de cada variedad de lechuga y las variables estimadas

Lactuca sativa var. longifolia

Numero de hojas Bueno Regular Malo
R1 5.00% 85.00% 10.00%
R2 0.00% 55.00% 45.00%
Longitud de la raiz Bueno Regular Malo
R1 40.00% 55.00% 5.00%
R2 10.00% 85.00% 5.00%

Lactuca sativa var. angustana

Numero de hojas Bueno Regular Malo
R1 25.00% 35.00% 40.00%
R2 25.00% 75.00% 0.00%
Longitud de la raiz Bueno Regular Malo
R1 0.00% 85.00% 15.00%
R2 5.00% 95.00% 0.00%
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consideradas para cada una de las categorias cualitativas definidas (n= 40 individuos)

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados muestran que hubo diferencias en el desarrollo y crecimiento de las
dos variedades consideradas, lo cual puede explicarse al considerar los ciclos vegetativos y
aspectos morfologicos de la estructura radicular particulares de cada variedad, asi como su
capacidad de adaptacion a las condiciones de este cultivo, las cuales, de acuerdo con los
resultados obtenidos, son mejores en la variedad longifolia.

Las condiciones fisicoquimicas, considerando las variables pH, oxigeno disuelto
(OD) en ml/l y temperatura en grados Celsius, fueron las adecuadas y favorables para peces
y plantas a lo largo de la realizacion del estudio. Ninguna variacion dréstica que se reflejara
en los resultados obtenidos fue detectada (Figura 5 a, b, c).
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Figura 5 a, b y c. Comportamiento a lo largo de nueve semanas, de las variables
fisicoquimicas consideradas en el estudio. Fuente: Elaboracion propia a partir de los datos
obtenidos.



Para aclarar el punto anterior, bajo la hip6tesis nula de no diferencias significativas en
el comportamiento de las condiciones fisicoquimicas del agua en los dos estanques
utilizados (R1 y R2), la prueba de “t” de Student realizada, mostr6 que solo las hubo en la
variable pH y no en las variables Temperatura y Oxigeno disuelto (Tabla 3). En sintesis, el
sistema hidropdnico se mantuvo en condiciones favorables para el desarrollo y crecimiento
vegetal. La calidad del agua en el sistema se mantuvo estable con ligeras alteraciones,
brindando estabilidad a la produccion agricola durante el experimento. Con respecto, a las
diferencias en pH, se postula una buena capacidad adaptativa en estas dos variedades de

Lactuca sativa.

Tabla 3. Prueba “t” de Student para comprobar si hay diferencias significativas en el
comportamiento fisicoquimico del agua de los dos estanques (R1 y R2) utilizados en este

estudio

Observac b S 2 e e

lones observa | tabula Ig P<
Variable |R1 |R2 |R1 |R2 |[R1I |R2 |R1 |R2 |da da
Temperat 0.606 | 0.760 |0.368 | 0.578 0.0
ey |9 |0 25428 g [T 00T 20810 121190 |16
Oxigeno
disuelto |9 |9 |3.71 412086310649 10.74510.421 1) 1 16 159799 |16 |00

3 |5 |3 |9 5

(ml/l)
oH 9 |9 |73 |78 (7)'299 2'274 2'089 2'075 35362 |2.1199 |16 g.o

La acuaponia (que incluye a la hidroponia), a pesar de tener una historia de
conocimiento y aplicacion relativamente reciente, puede y debe ser una estrategia
sustentable para combatir y reducir la pobreza extrema y malnutricién en poblaciones
humanas marginadas de paises como el nuestro (Gémez-Merino et al., 2015; Ortega-L6pez
et al., 2015). Este estudio se enmarca en este contexto y demuestra que la produccion
sustentable de algunas variedades de lechugas (en particular, Lactuca sativa var. longifolia

Lam.) es posible bajo esta tecnica.
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Nuestros resultados en este apartado, concuerdan con los obtenidos por Reyes-Flores
et al. (2016, 2020), para la produccion de jitomate (Solanum lycopersicum L.) en un sistema
acuaponico similar y demuestran que la introduccién previa de los peces a los
contenedores, tres semanas antes de la introduccién de lechugas, fomentan una adecuada
fertilizacion del sistema y pone a disposicion de las plantulas de lechuga los suficientes

nutrientes para su desarrollo y crecimiento.

Conclusiones

Las dos variedades de lechuga utilizadas tuvieron una adaptacién, desarrollo y
crecimiento diferenciados. Lo anterior puede ser explicado con base en que cada variedad
presenta ciclos vegetativos muy diferentes en términos de desarrollo de estructuras

radiculares y de produccién de hojas.

La variedad longifolia fue la méas favorecida en el sistema acuapoOnico propuesto:
presentd un mejor y mayor desarrollo vegetativo evaluado con base en las variables
estimadas nimero de hojas y longitud de raiz. Es importante resaltar que, aunque la mayor
parte de los individuos muestreados se encuentran en la categoria regular, en cuanto a las
caracteristicas ideales para el consumo, este desarrollo vegetativo basado en numero de
hojas producidas se encuentra dentro del rango Optimo de produccion para consumo
humano. La variedad angustana, con base en los criterios citados, logré en su mayoria
calidades dentro de las categorias “regular” y “malo”, que la hacen salir de los rangos

Optimos de produccion para consumo humano de este cultivo.

El sistema hidroponico se mantuvo en condiciones favorables para el desarrollo y
crecimiento vegetal y la calidad del agua en el sistema se mantuvo estable, brindando

estabilidad a la produccion agricola.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos se puede afirmar que la produccién
de lechuga Lactuca sativa var. longifolia es una alternativa viable en sistemas hidroponicos
familiares, particularmente con fines de autoconsumo y dentro de un contexto de

sustentabilidad.
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Resumen

Implementar un proceso experimental para el muestreo, cuantificacion y deriva de glifosato en aspersiones
manuales utilizando parches de algodén, el método de inmunoadsorcién ligada a enzimas y papales
hidrosensibles (WSP) en el municipio de Ciénaga de Oro, Coérdoba, Colombia, utilizando papeles
hidrosensibles (WSP) y el método de inmunoadsorcién ligada a enzimas en muestras de algodoén.
Metodologia: La aspersién se realizé manualmente con una bomba de fumigacién de 18 L. Se ubicaron 132
estaciones de muestreo con WSP y parches de algodon en un terreno de 50 x 20 metros. Los papeles
hidrosensibles se analizaron mediante el software “DepositScant” y las muestras de algodon con el método
enzimatico. El analisis estadistico se realizé con el software Statgraphics Centurion versién XVI aplicando
andlisis de varianza, de distribucién y pruebas significativas (p<0.05). Resultados. Se reportaron
concentraciones promedio de glifosato de 1,50 + 0,16 ug/L para la aspersion; 0,65 + 0,14 ug/L en la post
aspersion diurna 'y 0,07 + 0,02 pg/L para la post aspersion nocturna. De acuerdo con los WSP se descarta el
efecto deriva que se produce por la accién del viento. Conclusion. Se detectd glifosato en el 48,4% de las
muestras analizadas para los procesos de aspersion, post aspersion diurna y nocturna. Las concentraciones de
glifosato en la zona variaron considerablemente evidenciando una persistencia en el ambiente.

Palabras clave: Aspersion; Deposicién atmosférica; ELISA; Plaguicidas; Toxicidad. (Fuentes: CAB
thesaurus, FAO, MeSH, NLM.).
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Abstract

To implement an experimental process for the sampling, quantification and drift of glyphosate in manual
spraying using cotton patches, the enzyme-linked immunoadsorption method and water-sensitive papers
(WSP) in the municipality of Ciénaga de Oro - Cérdoba, Colombia, using water-sensitive papers (WSP) and
the enzyme-linked immunoadsorption method in cotton samples. Methodology: Spraying was performed
manually with an 18 L fumigation pump. A total of 132 sampling stations with WSP and cotton patches were
located in a 50 x 20 meter plot. Hydrosensitive papers were analyzed using “DepositScant” software and
cotton samples were analyzed using the enzymatic method. Statistical analysis was performed with
Statgraphics Centurion software version XVI applying analysis of variance, distribution and significant tests
(p<0.05). Results. Average glyphosate concentrations of 1.50 + 0.16 ug/L were reported for the spraying;
0.65 * 0.14 pg/L in the daytime post-spraying and 0.07 + 0.02 pg/L for the nighttime post-spraying.
According to the WSPs, the drift effect produced by wind action is ruled out. Conclusion. Glyphosate was
detected in 48.4% of the samples analyzed for the spraying, daytime and nighttime post-spraying processes.
Glyphosate concentrations in the area varied considerably, showing persistence in the environment.

Key word: Spraying; Atmospheric deposition; ELISA; Pesticides; Toxicity (Sources: CAB thesaurus, FAO,
MeSH, NLM).

Introduccion

El glifosato es un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura por su eficacia
para el control de malezas. Su uso excesivo ha planteado preocupaciones en torno a los
riesgos que pueda generar en la salud y el ambiente. Estas preocupaciones han llevado a
cambios en las regulaciones y politicas de uso en diferentes regiones y a enfatizar la

busqueda de alternativas mas seguras (IARC, 2020).

La exposicion a este plaguicida se da muy frecuente cuando se realizan aspersiones
aéreas o manuales, presentando un inconveniente adicional: el desvio de la aspersion dentro
del area de interés (blanco) por accion del viento, conocido como deriva (Massaro y Garcia,
2017). Este efecto implica un riesgo para las matrices ambientales cercanas al area de
aspersién como suelo, agua y personas, por lo cual, determinar el efecto deriva y las
concentraciones persistentes de glifosato en las aspersiones, se ha convertido en un objetivo

clave para determinar sus posibles riesgos.

Segln Bohérquez (2020), la ingesta diaria aceptada de glifosato en humanos se
establecid en 0,30 mg/kg de peso corporal segun las evaluaciones toxicoldgicas. Un exceso

en el organismo puede llevar a la muerte, con una letalidad menor al 30% en la poblacién,
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con resultados clinicos que varian desde toxicidad de mdultiples 6rganos, nefrotoxicidad,

hepatotoxicidad, gastrointestinal, cardiovascular y efectos respiratorios (ICA, 2018a).

Para la determinacion de la concentracién de glifosato en cualquier matriz es
necesaria la derivacion de la molécula para su posterior deteccion. La técnica de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la mas utilizada en la actualidad, pero
tiene altos costos de analisis (Paravani et. al., 2016) y el proceso de derivatizacion es muy
complejo. Por otro lado, se han desarrollado nuevos métodos para la determinacion de
glifosato, como el empleo del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), que
es practico, rapido, sensible, de bajo costo y selectivo que no requiere de instrumentacion
sofisticada y permite analizar un elevado nimero de muestras en poco tiempo (Paravani et.
al., 2016).

Los objetivos del presente trabajo consistieron en implementar un proceso
experimental para el muestreo de glifosato, utilizando parches de algodén, cuantificacién
de las concentraciones mediante el método de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)
y la deriva provocada en la aspersion manual glifosato en la vegetacion circundante por

medio de papales hidrosensibles (WSP) en el municipio de Ciénaga de Oro.
Metodologia.

Sitio de estudio. El estudio se desarrollé en un lote de 1000 m? de area (50 x 20 m)
que posee una vegetacion conformado por hierba, pasto y algunos arbustos con tamafios
desde los 20 cm hasta 1 m de altura, frente a la universidad de Cérdoba sede Beréstegui,
municipio de Ciénaga de Oro, (8°52°55” Ny 75°41°04” W) que se encuentra al Nororiente
del Departamento de Cordoba. De acuerdo con el Instituto Geografico Agustin Codazzi
IGAC, por sus caracteristicas topograficas y de suelos, es un municipio con una vocacion
para la produccién agricola (63%), donde se destacan los cultivos transitorios (43%). La
categoria de vocacion de forestal de proteccion ocupa un 17%, seguida de &reas con

vocacion agrosilvicola con cultivos permanentes (6%) como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Sitio de estudio. Fuente: Regino (2021)

La aspersion se realiz6 de manera manual sobre la vegetacion existente utilizando una
bomba de fumigacion Royal Condor de 18 L, con una presion de trabajo de 40 psi (+/-
10%), boquilla de 600 cm®min y una mezcla de Round up Activo, concentrado soluble
(Glifosato: 356 g/L de acido glifosato). Se aplicaron diferentes técnicas de aspersion de
acuerdo a la vegetacion existente y al conocimiento de los campesinos: una mitad del area
en zigzag horizontalmente (vegetacion corta o mediana) y la otra mitad verticalmente

(vegetacion mediana y alta) aplicada a diferentes alturas 20, 30 y 60 cm del suelo.

Recoleccion de muestras. Las estaciones de muestreo se ubicaron de la siguiente
manera: tres estaciones centrales separadas a 12,5 m; 12 estaciones en el perimetro del area
de estudio (rectangulo) y 15 estaciones ubicadas en ocho lineas distribuidas de acuerdo al
centro de la zona de estudio a 10 y 20 m partiendo del borde al &rea de aspersion (Figura
2).



Figura 2. Estaciones de muestreo. Fuente: Milton Aparicio (Google Earth)

Los puntos de muestreo consistieron en una base de triple de 20 x 20 cm a la altura
del suelo o del dosel circundante en el centro del area de aspersion donde se ubicaron tres

parches de algodon y tres papeles hidrosensibles, (Figura 3).

Figura 3. Estacion de muestreo. Fuente: Milton Aparicio (Elaboracion propia).



El proceso de pre-aspersion (considerado blanco o control para el andlisis) consistid
en la ubicacién de los WSP y parches en las estaciones de muestreo y posterior recoleccion
luego de 30 min y 4 horas respectivamente (tiempos de recoleccidn en cada muestro); de
acuerdo con el estudio de Lamprea et. al. (2011). Se ubicaron nuevos WSP y parches para
el proceso de aspersion (aplicacion), luego de 8 horas de la aplicacion (postaspersion
diurna, PAD) y al cabo de 16 horas se ubicaron solamente parches de algodon
(postaspersion nocturna, PAN), teniendo en cuenta los tiempos de recoleccién para cada
muestreo. Se utilizaron en cada proceso pinzas de teflon, guantes de nitrilo y bolsas de

aluminio debidamente rotuladas.

Las muestras se recolectaron en el mes de marzo, un total de 372 parches de algodon,
93 para cada proceso de muestreo: Pre Aspersion, Aspersion (aplicacion), PAD y PAN; y
279 papeles hidrosensibles (WSP), 93 para cada proceso de muestreo: Pre Aspersion,
Aspersion y PAD. Los WSP se fotografiaron luego de ser recolectados y los parches se

almacenaron en cadena de frio en cavas hasta su debido trasporte al laboratorio.

Analisis de papeles hidrosensibles (WSP). Los WSP se escanearon a través del
software Deposit Scan y se estimd la concentracion de glifosato en cada una de las

estaciones de muestreo, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

.uLmezcla

NYglifosat
Gl}’depos = VOldepos (7) X Glymezcla (M

)

Lmezcla

Donde:

Glydepos €s la cantidad de glifosato en ng/cm? que se deposita en cada estacion de

muestro.

Volgepos €N pL/cm? es la cantidad de mezcla que se deposita cada WSP, obtenida a

partir del analisis de las imagenes con Deposit Scan.
Glymezcla €n ng/uL es la cantidad tedrica de glifosato en la mezcla.

Glymezcia Se Obtiene a partir de la preparacion de la mezcla de aspersion, sabiendo que

la concentracion de glifosato (acido) en el producto formulado es de 356 g/L, y que la
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mezcla de aspersion mantiene la relaciéon 10 L de producto formulado por cada 30 L de

mezcla. A partir de esta informacion Glymezcia €S estimado en 118,5 ng/pL.

Determinacion de la concentracion de glifosato mediante el método ELISA. Para la
deteccion y cuantificacion las medidas fueron llevadas a cabo en placas de pocillos de

acuerdo a la cantidad de muestras a analizar y respetando las instrucciones del fabricante.

El analito se extrajo de las muestras (parches de algoddn) utilizando 50 mL de agua
desionizada y aplicando ultrasonido durante 15 minutos. Se afadieron 250 pL de los
estandares y muestras a viales rotulados para su derivatizacion agregando 1 mL de buffer
(KH2PO4/NaOH 1 M), y luego 100 pL del reactivo diluido de derivatizacion previamente
preparado a cada vial, homogenizando con un vortex. Incubamos por 10 min a temperatura

ambiente.

Se agreg6 50 pL de los estandares, control y muestras en cada pozo individual, luego,
se adiciond 50 pL del anticuerpo especifico, mezclando por 60 segundos. Se incub6 por 30
min a temperatura ambiente cubriendo la placa con papel siliconado -evitando

contaminacion en las muestras.

Luego de incubar, se agregd 50 pL de enzima conjugada mezclando por 60 segundos,
se incub6 nuevamente por 60 min. Finalizado el tiempo, se lavo por triplicado cada pozo
con 250 pL de solucion de lavado, se seco la placa y se verificd que no quedara ningdn
rastro de liquido en los pozos. A continuacién, se agregd 150 uL de solucién cromdéfora
(desarrollo de color) en la placa y se mezcld durante 30 s. Se incub6 por 30 min cubriendo

con papel siliconado.

Al finalizar la incubacion se agregaron 100 pL de solucion Stop Color (&cido
sulfarico 0,5 M) y se mezclaron suavemente durante 30 s. Finalmente, se midié la placa con

las muestras en el Equipo Lector ELISA a 450 nm.
Aspectos éticos

Segun la OMS (2020) y Bai et. al. (2016), el glifosato se encuentra en la clasificacion
2A como probable carcindgeno para humanos, y los plaguicidas que contienen glifosato

estan registrados en Colombia en la clase toxicoldgica 1V, levemente toxicos de forma
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aguda, basados en la DLso oral a ratas del ingrediente activo, considerada mayor de 5.000

mg/kg.

La EPA (U.S. Environmental Protection Agency) clasifica al glifosato como un
sustrato "menos toxico" (categoria 1V) para animales, esto debido al modo de accion Unico
del glifosato que se limita a una pequefia gama de organismos, principalmente plantas
verdes, hongos y bacterias. La vida media del glifosato y su metabolito principal, AMPA,
puede prolongarse entre 10-98 dias, dependiendo de las propiedades quimicas del suelo y
condiciones ambientales, y la ingesta diaria aceptada en humanos se establecié en 0,3

mg/kg de peso corporal, segun las evaluaciones toxicoldgicas (Bohorquez, 2020).
Resultados y discusion.

A continuacidn, se relaciona la estimacion promedio de las concentraciones de
glifosato en WSP (Figura 4) a partir del nimero de gotas depositadas en las tres tarjetas
hidrosensibles de cada sitio de muestreo y el uso del software Deposit Scan.

ESTIMACION GLIFOSATO EN WSP
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Figura 4. Estimacion de la concentracion de glifosato en WSP.

Fuente: Milton Aparicio (Elaboracion propia)



Datos obtenidos por el método Elisa

Curva de Calibrado. La concentracion de glifosato se obtuvo interpolando los valores
de absorbancia obtenidos en las muestras, en una curva de calibracion del %B/Bo versus
concentracion de glifosato. B es la media de la absorbancia de los estandares de
concentracion conocida provistos por la empresa Abraxis LLC (0; 0,075; 0,2; 0,5; 1,0y 4,0

Hg/L) y Bo la media de la absorbancia del solvente utilizado sin glifosato.

Concentraciones obtenidas. En la Tabla 1 se describen las concentraciones
promedios encontradas en los puntos mas importantes, analizados por duplicado por el
método ELISA.

Tabla 1.

Concentraciones promedio de glifosato en cada punto de muestreo.

P. Muestreo Prom A Prom PAD Prom PAN
C1 1,737 0,622 0,079
Cz 1,598 0,608 0,080
Cs 1,434 0,729 0,089
P1 1,282 0,505 0,087
P2 1,512 0,411 0,091
Ps 1,815 0,865 0,081
P4 1,475 0,563 0,088
Ps 1,494 0,555 0,091
Ps 1,360 0,599 0,078
P7 1,377 0,616 0,084




Ps 1,381 0,711 N.D.*

Pg 1,361 0,721 0,079

P10 1,418 0,788 N.D.*

Py 1,584 0,723 N.D.*

P12 1,663 0,824 0,086
Promedio 1.500 (+0.157) 0.655 (+0.141) 0.741 (+0.604)

N.D.*: No Detectado. Limite Observado de Deteccion (LD): 0,07 pg/L. Limite de
Cuantificacion 4 pg/L. Fuente: Milton Aparicio (Elaboracion propia).

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla, no existe correlacion de los

puntos de mayor y menor concentracion entre los WSP y algodones.

La mayor concentracién en los WSP se encontro en el punto Cs (16.093,8 pg/L) que
fue diferente de acuerdo con los algodones, donde el punto con mayor concentracion fue el
punto Pz (1,815 pg/L). Los puntos con menor concentracion, fueron el punto Ps (6183,3
pg/L) para WSP y el punto Py (1,282 pug/L) para algodones. Este comportamiento puede
deberse a la influencia de factores ambientales como el viento y la vegetacién circundante,

asi como a la técnica empleada en la aspersion.

Teniendo en cuenta los puntos analizados, se logr6 estimar resultados positivos en el
48,4% de las muestras para cada uno de los procesos de Aspersion, PAD y PAN, que, de
acuerdo con el andlisis estadistico, las concentraciones promedias fueron de 1,50 £ 0.156;
0,65 £ 0,14 y 0,07 + 0,02 pg/L respetivamente. Lo anterior puede dar una idea de la

persistencia que podria tener el glifosato con este tipo de aplicaciones.

Los resultados obtenidos el dia de la aspersion en el area de estudio son similares a
los encontrados por Morshed et. al. (2011) y por Lavy et. al. (1992), que aplicaron una
metodologia de muestreo parecida a la utilizada en este estudio y a los resultados obtenidos
por Paravani et. al (2016), Kumar et. al. (2014) y Nardo et. al. (2015), quienes utilizaron el
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método de inmunoensayo por enzimas ELISA para el analisis de las muestras, estos datos

se relacionan en la Tabla 3.

Tabla 3.

Relacion de los resultados de ELISA con la literatura consultada

Autor Investigacion Resultado

Utilizaron parches de algodén estandar (100
cm?; Philip Harris Medical, Birmingham, Reino
Johnson et al. Unido) adaptados a la ropa de los trabajadores
2005 expuestos a fumigacion con tractores. La
cuantificacion se realizé mediante la
cromatografia de gases acoplado a masas.

7 —37 mg/m?®

Utilizaron ratones C57BL/6, TLR4-/- e IL-13-/-
en una granja, exponiendolos a inhalar extractos
de muestras de aire ricas en glifosato
recolectadas durante la fumigacion de
herbicidas. Analizaron muestras de sangre
mediante la técnica ELISA. Adicional
evaluaron la respuesta celular, la respuesta
humoral y la funcion pulmonar de los ratones
expuestos.

17,33 pg/L — 22,59
ng/m?

Kumar et al.
2014

Usaron gasa de algodon en forma de parches de
15 cm? pegada a la ropa de los trabajadores. La
cuantificacion se realizé con el método de
Lavy et al. 1992 HPLC-UV utilizando un muestreador 0,03 -11,27 pg/mL
automatico LDC/Milton Roy, Whatman C18
PartiSphere. Todas las muestras fueron
analizadas a 254 y 280 nm.

Recolectaron las muestras a través de gasa de
algodon (Gasmed Sdn. Bhd., Malasia) ubicadas

Morshed et al. a 1 m de altura y posteriormente se analizaron
. . 0,84 — 4,16 ng/cm?
2011 mediante la Cromatografia Liquida con ngrem
Detector de Diodos y Fluorescencia (HPLC-
FD).




Investigaron la presencia de glifosato en
muestras de agua y algunos de sus afluentes de
la Laguna de Rocha, Uruguay, mediante ELISA

y cromatografia ionica

Nardo et al. 2015 0,27 — 0,92 pg/L

Determinacion de glifosato utilizando papeles
hidrosensibles y el método de inmunoabsorcion
ligada a enzimas (elisa) en muestras de algodén

en el municipio de Ciénaga de Oro

Este estudio 0,077 — 1,815 ug/L

Fuente: Milton Aparicio (Elaboracion propia)

La tabla 3 muestra las comparaciones de los resultados obtenidos con los reportados
en la literatura. Los resultados de este estudio mostraron concentraciones que variaron entre
0,077 pg/L y 1,815 pg/L. Estas cifras se compararon con investigaciones previas como la
de Johnson et. al. (2005), quienes encontraron concentraciones mas altas (7 — 37 mg/mq) en
trabajadores expuestos a la fumigacion agricola con tractores. Ademas, estudios como el de
Kumar et. al. (2014), revelaron concentraciones significativamente mayores en
experimentos controlados con ratones expuestos directamente a aerosoles de herbicidas,
con niveles que alcanzaron hasta 22,59 ng/m3. En contraste, estudios como el de Morshed
et. al. (2011), mostraron concentraciones mas moderadas (0,84 — 4,16 ng/cm?) recolectadas
a un metro de altura con gasas de algodon, similares a las encontradas por Milton et al.
(2023). Esta variabilidad subraya la influencia de los métodos de exposicion y las
condiciones ambientales en la presencia de glifosato, destacando la importancia de
considerar diferentes contextos para una evaluacién precisa de riesgos ambientales y de

salud publica.

Para los procesos de PAD y PAN, se obtuvieron resultados positivos para la presencia
de glifosato encontrando concentraciones para PAD desde 0,555 pg/L (PAD-Ps) hasta de
0,824 pg/L (PAD-P12) y de 0,077 pg/L (PAN-C3) hasta 0,091 pg/L (PAN-Ps) para las
PAN; esta variacion de los resultados en el area de estudio se debe a las diferentes
cantidades de glifosato que se depositaron por toda la zona.

A continuacion, se relacionan geograficamente las concentraciones encontradas en
los procesos de Aspersion (Figura 5a), PAD (Figura 5b) y PAN (Figura 5c) para los

parches de algodon.
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a) b) ©)

Figura 5. Mapa geografico de concentraciones: a) Aspersion, b) PAD, ¢) PAN. Fuente:

Milton Aparicio (Elaboracion propia).

La mayor concentracion de glifosato en el proceso de aspersion se concentra en la
parte central del area de estudio, aunque podemos observar también influencia hacia la
parte noroeste que corresponde al punto Pz. Para el proceso de PAD la mayor influencia de
glifosato se trasladé a la parte sur en los puntos 8, 10 y 12 y en el punto Pz al noroeste de la
zona. Finalmente, para el proceso de PAN las concentraciones de glifosato se trasladan a la

derecha de la zona de estudio y parte de la zona norte.
Discusion

La utilizacion de papeles hidrosensibles brindd informacién importante del
movimiento del glifosato en el area de estudio, con los resultados obtenidos entre el
software Deposit Scan y ELISA se descarta el efecto deriva que se produce por la accién

del viento.

Teniendo en cuenta el método de aplicacion manual, el cual es a 1 m
aproximadamente del suelo, podemos inferir que es minimo el movimiento del glifosato

por accion del aire a diferentes zonas cercanas al &rea de aplicacion.

Las concentraciones de glifosato en la zona variaran considerablemente y se
evidencia una persistencia en el ambiente del glifosato con concentraciones de 0,655 *
0,140 pg/L para la aspersion diurna (4 h) y de 0,077 + 0,017 pg/L para la aspersion

nocturna (8 h).
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Los mapas geograficos muestran un comportamiento aleatorio de las concentraciones
de glifosato al transcurrir el tiempo, que puede deberse a la accion del viento, temperatura 'y

humedad del lugar.

Se analizd un numero considerable de muestras obteniendo resultados confiables
(reproducibles) en el 48,4% de ellas en los procesos de Aspersion, PAD y PAN, por tanto,
el método ELISA se considera una alternativa confiable y sencilla de analisis.

Conclusiones.

El método ELISA utilizado, demuestra ser una alternativa eficiente, rapida y
economica ya que se logré reproducir los pardmetros estandarizados por sus fabricantes
para la determinacion de la concentracion de glifosato; asi mismo, estos resultados son

similares a los obtenidos por otros métodos y autores ya citados en este trabajo.

No obstante, teniendo en cuenta los trabajos previos, como el de Johnson et al.
(2005), el glifosato puede permanecer prolongadamente en la ropa y piel de las personas, lo
cual puede provocar enfermedades cutaneas y respiratorias; los mismos autores
concluyeron que la exposicion dérmica, en manos, guantes y calcetines de los trabajadores
oscila entre 0,6 y 13,6 ml/h. Adicional una exposicion potencial al liquido de pulverizacion
por inhalacion en el 85 % de las muestras, con rango de 7 a 37 mg/m?, lo cual infiere una

alta exposicion al glifosato.

Esto se refleja también en el estudio de Kumar et. al. (2014), cuyos resultados
demuestran la capacidad de las muestras de aire ricas en glifosato y del glifosato puro, para
inducir inflamacidn tipo 2 de las vias respiratorias, tanto en periodos de tiempo cortos como
prolongados; y el de Morshed et. al. (2011), donde encontraron que la concentracion mas
alta de glifosato (42,96 pg/m®) se midid en el aire en la zona de respiracion del operador
durante el periodo de aplicacion de aspersion de 25 minutos. Por tanto, se debe tener
cuidado con los procesos de aspersion y uso de glifosato, como también utilizar los equipos
de proteccion personal especificos para cuidar la salud de las personas aplicadoras y otras
expuestas.
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Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda a la poblacién campesina y
trabajadores agricolas de Ciénega de Oro, que manipulan glifosato y otros plaguicidas, los

siguientes puntos:

e Ultilizar siempre los equipos de proteccion personal adecuados.

e Disminuir y controlar la aplicacién de glifosato en el control de plagas y malezas en
los cultivos de la zona.

e Las aplicaciones manuales de glifosato se deben hacer en la menor distancia posible
del suelo, para evitar efectos negativos por la exposicién del glifosato adsorbido en
la ropa de los campesinos.

e Si la vegetacion o campo a fumigar es alta, se recomienda la utilizacion de trajes
antifluido y mascarillas de seguridad para evitar el contacto de la piel, ojos y vias
respiratorias del glifosato y evitar posibles riesgos a la salud.

e Unir esfuerzos con los entes territoriales como Alcaldia o Gobernacion, para
adelantar campanias alternativas de manejo responsable de los cultivos, evitando la
contaminacion por la aplicacion de agroguimicos, buscando una agricultura
sustentable y amigable con el medio ambiente.
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Resumen

Los sitios de manipulacion de plaguicidas en las fincas se consideran fuentes puntuales de contaminacion,
donde se liberan al ambiente plaguicidas altamente peligrosos o PAPs. Para contrarrestar lo anterior se ha
desarrollado la biocama, que es un dispositivo para retener y degradar residuos de plaguicidas liquidos
mediante la accion microbiana de la biomezcla. Sin embargo, en Latinoamérica se cuenta con escasa
informacion sobre su eficiencia en condiciones reales de uso en fincas. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la degradacion de PAPs en biocamas ubicadas en tres fincas del canton Zarcero, provincia de
Alajuela. Se tomaron muestras de las biomezclas, a 15 y 30 cm de profundidad durante tres meses
consecutivos, las cuales se analizaron mediante cromatografia de gases y cromatografia liquida. Los
plaguicidas detectados se analizaron integral e individualmente comparando las concentraciones en ambas
profundidades. Se consideré indicio de degradacion de un plaguicida cuando su concentracién fue menor a 30
cm en comparacion con 15 cm; o se detecté a 15 cm, pero estuvo ausente a 30 cm. Los resultados
confirmaron la eficiencia de la biocama para degradar PAPs de uso no intensivo como linuron, carbendazim y
cipermetrina. Se debe continuar investigando la degradacion de PAPs de uso intensivo como fue clorotalonil
en el pasado reciente, ya que es posible que la tasa de vertido supere la tasa de degradacion, lo que
errobneamente puede interpretarse como mal funcionamiento de la biocama. Lo anterior lleva a replantear el
modelo de biocama promovido en la zona de Zarcero para optimizar la degradacion de plaguicidas.
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enzimaética.

Abstract

Pesticide handling sites on farms are considered point sources of contamination, where highly hazardous
pesticides or HHPs are released into the environment. To counteract this, the biobed has been developed,
which is a device to retain and degrade liquid pesticide residues through microbial action of biomixture.
However, in Latin America there is little information on the biobed efficiency under real conditions of use in
farms. The objective of this research was to evaluate the degradation of HHPs in biobeds located in three
farms in the Zarcero canton, Alajuela province. For this, samples of the biomixtures were taken at 15 and 30
cm depth for three consecutive months, these were analyzed by gas and liquid chromatography. The
pesticides detected were analyzed integrally and individually, comparing the concentrations at both depths.
An indication of pesticide degradation was considered when its concentration was lower at 30 cm as
compared with 15 cm; or was detected at 15 cm, but was absent at 30 cm. The results confirmed the
efficiency of the biobed to degrade non-intensive HHPs such as linuron, carbendazim and cypermethrin.
Further research should be carried out on the degradation of intensively used HHPs such as chlorothalonil in
the recent past, since the discharge rate may exceed the degradation rate, which may be mistakenly interpreted
as a malfunction of the biobed. This leads to rethinking the biobed model promoted in the Zarcero area to
optimize pesticide degradation.

Key word: best agricultural practices; biomixture; chlorothalonil; enzymatic degradation; point source of

contamination.

Introduccion

Las &reas de manipulacion de plaguicidas en las fincas se consideran fuentes
puntuales de contaminacion (Rojas, 2016), ya que en estas zonas pueden ocurrir derrames
accidentales o no accidentales, liberandose plaguicidas al ambiente que no forman parte de
las aplicaciones con fines fitosanitarios (Cérdova, Géngora, Giacoman-Vallejos, Quintal-
Franco y Ponce-Caballero, 2017; Diez, et al., 2013). Dos actividades criticas en la
manipulacion de plaguicidas que se realizan en las fuentes puntuales de contaminacion son:
i. la medicion, trasvase y vertido de plaguicidas concentrados en los equipos de aspersion y
sus diluciones, y ii. el manejo de los residuos de plaguicidas tanto en los equipos de
aplicacion como en envases vacios (Castillo, Torstensson & Stenstrom, 2008). Estas
actividades requieren especial cuidado y control para evitar liberar contaminantes, ya que,
derrames de pequefias cantidades de plaguicidas concentrados (por ejemplo, durante la
operacion de medicidn o trasvase) poseen cantidades de ingrediente activo (i.a.) que pueden
llegar a ser hasta de un gramo, lo que en el tiempo implica la liberacién de cantidades
considerables de plaguicidas. Por esta razon, las fuentes puntuales de contaminacion se

consideran de gran impacto ambiental.
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Para minimizar la liberacion de plaguicidas al ambiente a través en las fuentes
puntuales de contaminacion en fincas agricolas, se ha propuesto la instalacion y uso de la
biocama, la cual fue creada como sistema de contencion de derrames accidentales o no
accidentales de dichas sustancias (Castillo, Delgado-Moreno, Nufiez, Nogales y Romero,
2016; Hidalgo, Calvo y Loria, 2015). Esto es porque los plaguicidas concentrados se
manipulan sobre la superficie de la biocama. Asimismo, el llenado de equipos se realiza
sobre la biocama, la cual recibe cualquier liquido derramado. Por otro lado, en la biocama
es posible desechar residuos de mezclas de plaguicidas o aguas de lavado de equipos. Los
plaguicidas depositados en la biocama son retenidos y degradados microbioldégicamente
(Castillo, et al., 2008; Cordova, et al., 2017). Esta tecnologia se enmarca en las buenas
practicas agricolas, y su uso resulta critico en toda finca que haga uso de plaguicidas. La
tecnologia posee la ventaja de adaptarse a las necesidades de la finca de acuerdo con su
tamafio, tipo de produccion agricola, régimen de uso de plaguicidas, condiciones climaticas

y disponibilidad de recursos (Guerra, 2020).

Para asegurar la degradacién de plaguicidas mediante la accion microbiana, la
biocama debe construirse con materiales ricos en carbono que posean y promuevan una
cantidad y diversidad alta de microorganismos, que mediante accién enzimatica puedan
oxidar e hidrolizar los plaguicidas (Castellanos, 2012; Gongora-Echeverria, Quintal-
Franco, Arena-Ortiz, Gidcoman-Vallejos, Ponce-Caballero, 2018). Para lograr lo anterior,
aproximadamente la mitad del material de una biocama es la llamada biomezcla, que se
prepara mezclando partes iguales de abono organico y residuos vegetales frescos
(Chavarria, 2015; Chin-Pampillo, 2025; Castillo, et al., 2016). Ademas de la biomezcla, en
la biocama se colocan otros materiales como suelo, carbén, arena y piedra (Castillo, et al.,
2016), los cuales tienen la funcion de degradar, adsorber e inmovilizar plaguicidas. El
proceso de degradacidén enzimatica se puede detectar pocas semanas después de haber
realizado el vertido de plaguicidas en la biocama y hasta 12 meses después, pero esto
dependerd de las condiciones climaticas, materiales utilizados en la fabricacion de

biomezclay los i.a. que fueron desechados (Calvo y Molina, 2019).

La biocama se cre6 en Suecia, pero actualmente existen diferentes disefios en

distintos paises, los cuales son el resultado de la adaptacion de la tecnologia a las
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condiciones de cada lugar y a los materiales disponibles (Castillo, et al., 2008). En Costa
Rica, se han realizado diversos esfuerzos para validar la eficiencia de la biocama, pero la
mayoria de estos han consistido en ensayos experimentales en condiciones semicontroladas
(Chavarria, 2015; Madrigal, 2015; Jiménez, 2018), existiendo poca validacion en
condiciones de uso real en finca. Uno de los cantones en los cuales se ha promovido la
construccion y uso de la biocama es Zarcero, Alajuela, el cual se caracteriza por su
actividad horticola, ademas de la produccién lechera y derivados (INEC, 2015;
Municipalidad de Zarcero, 2016). Desde 2014, el Instituto Regional de Estudios en
Sustancias Toéxicas (IRET) se ha dado a la tarea de instalar biocamas en las fincas
horticolas; sin embargo, no se ha realizado un estudio formal para monitorear su eficiencia

y realizar ajustes para optimizar su funcionamiento en caso de ser necesario.

La evaluacion de la eficiencia de las biocamas instaladas en Zarcero es de suma
importancia dado que es una de las zonas horticolas del pais con alto uso de plaguicidas,
algunos de los cuales estan clasificados como altamente peligrosos (PAPs) (PAN, 2021);
por ejemplo, aquéllos a base de clorotalonil, clorpirifos, mancozeb y cipermetrina. Ademas,
se han identificado préacticas inadecuadas de manejo de estos i.a. y de disposicién de sus
residuos, provocando una alta carga ambiental de contaminantes en los ecosistemas (\Weiss,
Ruepert, Echeverria-Saenz, Eggen, & Stamm, 2023; del Puerto, Suarez y Palacio, 2014;
IRET, 2018; Ramirez, 2015; Vargas, 2021). Con base en lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la degradacion de PAPs en biocamas ubicadas en tres fincas del

canton Zarcero, provincia de Alajuela.
Metodologia
Seleccion de las fincas

El proyecto fue desarrollado en tres fincas del canton Zarcero, dos en el distrito de
Laguna y una en Tapezco. En las fincas horticolas seleccionadas se cultiva una serie de
hortalizas como zanahoria (Daucus carota), papa (Solanum tuberosum), culantro
(Coriandrum sativum), lechuga (Lactuca sativa) y cebolla (Allium cepa). El area total de
las fincas vari6 desde 0,5 a 1,0 ha de superficie, y en las tres se hace uso de plaguicidas
como parte de un manejo integrado de plagas, es decir, que incorporan métodos alternativos
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a plaguicidas; por ejemplo, agentes de control bioldgico, feromonas, extractos botanicos y

otros, pero se utilizan plaguicidas regularmente. Detalles de las tres fincas se indican a

continuacion (Tabla 1).

Tabla 1.

Caracteristicas de las fincas horticolas en estudio.

Caracteristica Finca A Finca B Finca C
Ubicacion Laguna Laguna Tapezco
Superficie 0,5 ha 1 ha 0,5 ha

Cultivos sembrados

Zanahoria, culantro,
cebollay papa

Papa y zanahoria

Cebolla, lechuga,

zanahoria, culantro y

papa

Uso de plaguicidas

Una vez a la semana 'y

en algunos casos dos

Cada 5-7 dias
dependiendo del

Una vez por semana

enveranoy dos veces

cuando el tiempo no es tiempo por semana en
favorable o
invierno
Algunos plaguicidas de uso Mancozeb con Clorotalonil, Clorotalonil,

frecuente

cobre y propineb

cipermetrinay

mancozeb

clorpirifos, linuron

Preparacion de mezclas de
plaguicidas

En un tonel, agitando
con un palo o
directamente en el

equipo de aspersion

En un tonel, agitando
conun palo o
directamente en el

equipo de aspersion

En un tonel, agitando
con un palo o
directamente en el

equipo de aspersion

Disposicion de residuos de
mezclas y aguas de lavado de

equipos

En suelo o pasto

cercano

En suelo o se reaplica

a los cultivos

En suelo cerca de

cultivos

Contencién de derrames de

producto concentrado

No se realiza ninguna

practica de contencion

No se realiza ninguna

practica de contencion

No se realiza ninguna

practica de contencién

Fuente: elaboracion propia.



Construccion de biocamas

La instalacion de las biocamas en las tres fincas se realizé de la siguiente manera:

A. Seleccidn del sitio de instalacion: se definié en conjunto con los agricultores, el
lugar para colocar la biocama, de tal manera que la logistica para su uso fuera lo mas
sencilla posible. Idealmente, las biocamas se construyeron bajo techo, cerca del lugar
donde se realiza la preparacion de las mezclas de plaguicidas, que es generalmente un sitio

con disponibilidad de agua.

B. Construccidn: las biocamas se construyeron en toneles plasticos de 200 L. Los
materiales utilizados y su colocacion dentro de los toneles se realizé de acuerdo con lo
indicado por Jiménez (2018) de la siguiente manera: al fondo del tonel se coloc6 una capa
de 15 cm de espesor de una mezcla de partes iguales de arena y piedra, seguida de una
capa de carbén de madera de 5 cm de altura. Posteriormente, se colocaron unos 32 kg de
suelo de la misma finca, (o que equivale a un saco aproximadamente), seguido de la
biomezcla, que consistié en una mezcla en partes iguales de abono organico y residuos
vegetales frescos picados. En términos practicos, se mezcl6 el contenido de un saco de
abono orgénico y el mismo volumen de residuos vegetales. El abono organico utilizado
tenia la siguiente composicion de acuerdo con la etiqueta del fabricante: nitrégeno (0,20-
1,30 %), fosforo (0,80-2,50 %), potasio (0,60-1,70 %), magnesio (0,20-1,20 %), calcio (2-
9 %), zinc (100-350 ppm), cobre (40-120 ppm), hierro (650-750 ppm), manganeso (450-
900 ppm) y materia organica (32,30 %). Finalmente, se coloc6 una capa de granza o
cabecilla de arroz de aproximadamente 10 cm de grosor. Antes de comenzar a usarse, las
biocamas se taparon y dejaron reposar 0 madurar por un periodo de 22 dias para permitir

el establecimiento de las poblaciones microbianas.

C. Utilizacion y seguimiento: pasado el periodo de maduracion, se inicio el uso de la
biocama para desechar residuos de plaguicidas. Se realizaron visitas mesuales a las fincas

para revisar las biocamas y verificar que se encontraban funcionando adecuadamente.
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Muestreo

Los muestreos de biomezcla para cuantificar residuos de plaguicidas se realizaron a
dos profundidades: 15y 30 cm, y de forma mensual por tres meses consecutivos para cada
biocama. En total se recolectaron 18 muestras de biomezcla (3 biocamas x 3 meses x 2
profundidades). Las muestras fueron compuestas, es decir, se tomaron 10 submuestras a la
misma profundidad con la ayuda de un barreno para homogenizarlas posteriormente,
utilizando guantes de nitrilo (Mendoza y Espinoza, 2017). Las muestras compuestas se
colocaron en papel aluminio calcinado y en una bolsa con cierre hermético claramente
identificada; luego, fueron transportadas en una hielera, con el fin de evitar la pérdida de
humedad. Posteriormente, las muestras se almacenaron en congelacién hasta su analisis

quimico.

Cuantificacion de residuos de plaguicidas

La extraccion de los plaguicidas en las muestras de biomezcla se realizd en el
Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas (LAREP) del IRET-UNA, mediante
una extraccién con acetato de etilo y bafio ultrasonico, basado parcialmente en la
metodologia de Sanchez-Brunete, Albero, Tadeo (2004) y NMKL (2013). Para esto, se
colocaron 5 g de la muestra de biomezcla previamente homogeneizada en tubos plasticos
de centrifuga Falcon de 50 mL. Seguidamente, se agregd un estandar interno (clorpirifos
D10) y 10 mL de acetato de etilo (grado para residuos de plaguicidas). Los tubos se
introdujeron en un bafio ultrasonico por 10 minutos, posteriormente, se agregaron a cada
tubo 5 g de sulfato de sodio para ultrasonicarlos por 10 minutos més y, finalmente, fueron
centrifugados durante 10 min a 3 000 rpm. Se tomaron 5 mL de sobrenadante con pipeta
Pasteur para transferirlos a tubos de 10 mL previamente pesados en balanza analitica. Se
hicieron diluciones de los extractos con acetato de etilo y metanol. Con cada tanda de
muestras se incluy6 un blanco muestra que contenia disolvente, estandar interno y sulfato

de sodio.

Los extractos fueron inyectados junto con los respectivos patrones en un
cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS: Agilent, 7890A-

5975C) y en un cromatdgrafo liquido con detector de masas-masas (LC-MSMS: Waters,
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Acquity UPLC H-Class con Xevo TQ-S micro). En los andlisis, se incluyé una amplia lista

de plaguicidas, que comprendieron alrededor de 120 i.a.

Analisis de resultados

El analisis de los datos de residuos de plaguicidas en las muestras de biomezcla se
bas6 en un promedio de sus duplicados (extraidos e inyectados separadamente). Con los
resultados obtenidos de la cuantificacion de residuos de todos los plaguicidas detectados
(en las dos profundidades de muestreo) se realizd por biocama un Andlisis de
Coordenadas Principales (PCO por sus siglas en inglés) (Anderson, 2001). Para realizar el
PCO, se construyeron matrices de semejanza en las cuales se incluy6 una variable dummy =
1 (lo cual es recomendable cuando existen valores = 0 para algunos plaguicidas que no se

detectaron en todas las muestras) y se utilizo la distancia euclidiana.

El PCO brind6 informacion integral de lo sucedido con el conjunto de plaguicidas
encontrados a las dos profundidades de muestreo y dio la pauta para ahondar en el
comportamiento de plaguicidas individuales, especialmente los PAPs. Para analizar con
mayor detalle lo sucedido con plaguicidas individuales, a los PCO se les incluyeron
burbujas bidimensionales para visualizar las concentraciones de plaguicidas especificos. A
mayor tamarfio de la burbuja, mayor fue la concentracién del plaguicida. Todos los analisis

anteriores se realizaron mediante el programa estadistico PRIMER v6 (PRIMER-E Ltd.).
Determinacion de la eficiencia de las biocamas en la degradacion de plaguicidas

Para cada biocama se realizaron comparaciones de los plaguicidas encontrados en
biomezcla tomada a 30 cm con respecto a los encontrados a los 15 cm de profundidad. En
una situacion ideal esperada, las concentraciones de plaguicidas deberian ser siempre
menores a la profundidad de 30 cm en comparacion con las encontradas a la profundidad
de 15 cm si se presenta degradacion de los diferentes i.a. Sin embargo, esta situacion ideal
no se observd en muchos casos, por lo que se plantearon los siguientes criterios para

considerar o no la degradacién de un plaguicida.

a) Posible degradacion: cuando la concentracion de un plaguicida a 30 cm fue menor

con respecto a la encontrada a 15 cm de profundidad.
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b) Posible degradacion: cuando el plaguicida fue detectado a 15 cm de profundidad y
no a 30 cm de profundidad.
c) Posible ausencia de degradacion: cuando la concentracion a 30 cm fue igual o

mayor a la detectada a 15 cm.

Resultados y discusion

Biocama finca A

Un 50% de los plaguicidas cuantificados eran fungicidas (carbendazim, clorotalonil,
flutolanil, metalaxil, tebuconazol y trifloxistrobina), 42% insecticidas (cipermetrina,
clorpirifos, dimetoato, imidacloprid y malation) y 8% herbicidas (linuron) (Tabla 2). El
analisis integral de los plaguicidas cuantificados en la biocama A (PCO) indic6 diferencias
considerables en los tipos y concentraciones de plaguicidas detectados en las dos
profundidades Unicamente durante el primer muestreo (mayor separacion de los puntos en
el plano multidimensional; Figura 1). Mientras que, durante el segundo y tercer muestreo,
el analisis indicé mayor similitud al comparar las dos profundidades (menor separacién

entre los puntos en el plano multidimensional; Figura 1).
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Figura 1. Anélisis de Coordenadas Principales de los plaguicidas detectados en la
biomezcla de la biocama A a 15 y 30 cm de profundidad en tres muestreos mensuales
consecutivos. Fuente: Elaboracion propia.
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La revision del detalle de las concentraciones de plaguicidas individuales en las dos
profundidades de muestreo evidencio la posible degradacion de flutolanil y linuron (en el
primer y tercer muestreo), ya que estos i.a. se detectaron a 15 c¢cm, pero no a 30 cm de
profundidad (Tabla 2). A manera de ejemplo, se presenta el comportamiento del linuron
mediante la superposicion de burbujas bidimensionales en el PCO (Figura 2), que indican

concentraciones menores a mayor profundidad, excepto en el segundo muestreo.
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Figura 2. Concentracion de linuron (ug/g biomezcla) cuantificado en la biocama Aa 15y
30 cm. El diametro de las burbujas es proporcional a la concentracion de linuron detectada.

Fuente: Elaboracion propia.

El linuron es un herbicida altamente toxico, se considera PAP debido a que se sabe o
se supone toxico para la reproduccion humana, segun el Sistema Globalmente Armonizado
(SGA) de la Union Europea (UE) o Japdn (PAN, 2021). Por otro lado, es estable en medios
neutros, poco movil en suelo, donde se acumula facilmente, y moderadamente persistente
en el suelo con una vida media de entre 22 y 150 dias, y un valor promedio de 60 dias
(IRET, 2019). Es importante indicar que los herbicidas se utilizan de forma puntual en el
ciclo de cultivo de las hortalizas, es decir, su uso no es intensivo. El vertido de este tipo de
plaguicidas en la biocama se realiza de manera esporadica, brindando las condiciones
necesarias de tiempo, humedad y temperatura para favorecer la degradacion por accion
microbiana en la biomezcla (Chin-Pampillo, Ruiz-Hidalgo, Masis-Mora, Carazo-Rojas,
Rodriguez-Rodriguez, 2015; Dias, Gebler, Niemeyer, Itako, 2020).
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Otros plaguicidas cuyas concentraciones fueron menores a una profundidad de 30 cm,
lo cual se considerd indicio de degradacion, fueron carbendazim, metalaxil y malation
(Tabla 2). Todos los anteriores han sido reportados como susceptibles de degradarse
mediante accion microbiana (Derbalah, EI-Banna, Saad, 2020; Zhou, Guo, Wang, Wang,
Zhang, 2023). De los anteriores, carbendazim y malatién se encuentran dentro de la lista de
PAPs; el primero por ser una sustancia clasificada como sospecha de ser toxica para la
reproduccion humana, ademas de que se conoce que induce mutaciones hereditarias en las
células germinales de los seres humanos, lo anterior de acuerdo con el SGA de la UE o
Japén. EI malation ha sido sefialado por la Agencia Internacional de Investigaciones del
Céancer (IARC por sus siglas en inglés) como probable carcinégeno, ademas de ser
altamente toxico para abejas, segun la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus
siglas en ingles) (PAN, 2021).

Los plaguicidas clorotalonil (fungicida) y clorpirifos (insecticida) presentaron
concentraciones bajas a una profundidad de 30 cm, sugiriendo su degradacién (Tabla 2). Sin
embargo, durante el primer muestreo, las concentraciones de ambos plaguicidas fueron
mayores a la profundidad de 30 cm, lo cual inicialmente sugirié la no degradacion. Mas aun,
los datos evidenciaban una posible acumulacion de estos plaguicidas a mayor profundidad
de la biomezcla, lo cual es especialmente importante en el caso del clorotalonil, que ha sido
el fungicida de uso intensivo en horticultura (Ramirez, et al., 2017) hasta noviembre de
2023, afio en que se decretd su prohibicién (Decreto N° 44280-S-MAG-MINAE, 2023).

Diversas investigaciones informan una degradacion eficiente de clorotalonil y
clorpirifos por accion microbiana (Betancourt-Portela, Bautista-Duarte, Narvaez-Flores,
Parra-Lozano, 2018; Xi-Hui, et al., 2018; Arya, Binitha, Unnikrishnan, 2022; Escudero-
Leyva, et al., 2022). Incluso, en una investigacion realizada en una biocama similar a las
usadas en el presente ensayo, se halld degradacion de aproximadamente el 50% de
clorotalonil en un periodo de 12 dias (Jiménez, 2018). Este es un tiempo corto si se
considera que la vida media del clorotalonil es de entre uno y dos meses y hasta un afio
(Stamatiu, 2013). No obstante, es probable que la degradacion de clorotalonil en la biocama
esté produciendo metabolitos, que son mas persistentes y solubles, como fue reportado en

estudios recientes en suelo y aguas subterraneas (Hintze, Hannalla, Guinchard, Hunkeler,
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Glauser, 2021; Zhang, Liu, Saleem, Wang, 2019). La cuantificacion de metabolitos en la
biomezcla es un aspecto importante de considerar en futuras investigaciones sobre
degradacién de plaguicidas en la biocama.

Clorotalonil y clorpirifos son de relevancia ya que forman parte de la lista de PAPs, en
el primer caso por ser sefialado por la EPA como probable/posible carcinogénico
(incluyendo posiblemente carcinogénico para seres humanos) en dosis altas, y por su alta
toxicidad aguda. El clorpirifos se sabe o se sospecha que es toxico para la reproduccion
humana y es altamente toxico para abejas (PAN, 2021).



Tabla 2.
Plaguicidas detectados en biomezclas de las biocamas A, By C.
Biocamas Muestreos Profundidad Concentraciones de plaguicidas detectados (pg/g peso himedo de biomezcla)
cm =i — = =
em * § ¢ 2 ¢ ¢ 5 § 3 § 92 ¢ e
X, g 3 = 3 S 5 =] s ol o < 3 5]
) 2 o = £} 3 S S 2 2 S S 3 =
o ) o o = = =] ) =1 =] S S &
o N, = = 7] =] o & 2 =
Z 3 = 3 o 2 3 g
2
A 1 15 0,7 0,43
30 9,2 3,7 3,5
2 15 0,01 0,08 0,97 049 0,01 0,03
30 0,14 1,69 0,2 0,05
3 15 08 0,04 043 2,72 113 0,18 2,09 0,78 7.8 1,8
30 0,38 0,02 1,2 0,01 011 0,68 0,12 0,67 0,34 8,2 11
B 1 15 9,2 3,7 35 0,09
30 18,1 10,3 8,9 0,16
2 15 1 141 25 318 27,1 1
30 256 7 12,1
3 15 45,5 51 2,89

30 36,3 1,7 0,78

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: Espacios en blanco indican que no se detecto el plaguicida en cuestion.



Biocama Finca B

De los plaguicidas cuantificados, el 54% eran fungicidas (clorotalonil, metalaxil y
carbendazim), 36% insecticidas (cipermetrina, clorpirifos y dimetoato) y 10% herbicidas
(linuron). ElI PCO indicé diferencias considerables en los tipos y concentraciones de
plaguicidas detectados a las dos profundidades Unicamente durante el segundo muestreo
(mayor separacion de los puntos en el plano multidimensional; Figura 3). Mientras que,
durante el primer y tercer muestreo, el analisis global de los residuos de plaguicidas
cuantificados indicé mayor similitud al comparar las dos profundidades (menor separacion

entre los puntos en el plano multidimensional; Figura 3).
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Figura 3. Analisis de coordenadas principales de los plaguicidas detectados en biomezcla

de la biocama B a las profundidades de 15 y 30 cm en tres muestreos mensuales

consecutivos. Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis de plaguicidas individuales detectados en biomezcla de la biocama B,
evidencio diversos comportamientos de las concentraciones cuantificadas a las dos

profundidades de muestreo (Tabla 2). Un ejemplo importante es el insecticida cipermetrina,
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debido a que se aplica de manera intensiva en el cantén (Ramirez, et al., 2017). La
concentracion de cipermetrina fue mayor a 30 cm en el primer muestreo; en el segundo y
tercer muestreo su concentracion fue menor a 30 cm, lo que sugirié degradacion del i.a.
(Figura 4).

La cipermetrina se considera PAP debido a su alta toxicidad para las abejas (PAN,
2021). Por otro lado, posee una molécula estable a temperatura ambiente, es inmovil o
ligeramente mdvil en suelo arcilloso y su persistencia varia ampliamente de acuerdo con las
caracteristicas del suelo; la vida media es de 10 a 40 dias en los suelos aireados y 5 a 15 dias
en condiciones de mala aireacion. Ademas, su degradacién depende de la temperatura y
presencia de microorganismos (Bhatt, et al., 2021; IRET, 2019). La evidencia aqui
recopilada sugiere que la biomezcla brindo las condiciones necesarias para la degradacion de
la cipermetrina. La mayor concentracion a los 30 cm de profundidad durante el primer
muestreo pudo responder a un vertido del insecticida en la biocama en una fecha cercana a la
toma de la muestra de biomezcla, antes de que la degradacién del i.a. pudiera ser evidente.
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Figura 4. Concentracion de cipermetrina (ug/g biomezcla) cuantificada en la biocama B a
15 y 30 cm. El diametro de las burbujas es proporcional a la concentracion de cipermetrina

detectada. Fuente: Elaboracion propia.

Otro ejemplo relevante de lo ocurrido en la biocama B, fue el del clorotalonil, cuya

concentracion fue mayor a 30 cm de profundidad en el primer y segundo muestreo,
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sugiriendo la no degradacion. Incluso, durante el segundo muestreo se cuantificaron
concentraciones particularmente altas de este i.a. (256 pg/g biomezcla) a los 30 cm, lo que
sugiere que, lejos de degradarse, este plaguicida se estaba acumulando a mayores
profundidades de la biomezcla (Figura 5). No obstante, en el tercer muestreo, la
concentracion de clorotalonil disminuy6 en ambas profundidades (Figura 5), sugiriendo la

degradacion del i.a.

Es importante seguir investigando la degradacion en la biomezcla de plaguicidas de
uso intensivo como lo ha sido el clorotalonil, ya que la cantidad depositada en la biocama
podria ser alta y frecuente. Lo anterior afectara directamente la capacidad de degradacion de
la biomezcla, produciendo que el plaguicida se concentre momentaneamente a mayores
profundidades, conduciendo a conclusiones incorrectas sobre la no degradacion del i.a. Por
otro lado, se puede plantear la posibilidad de realizar ajustes al disefio de la biocama
utilizada para lograr degradar plaguicidas de uso intensivo; por ejemplo, incrementando la

altura de la misma para aumentar la columna de biomezcla.
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Figura 5. Concentracién de clorotalonil (ug/g biomezcla) cuantificado en biomezcla de la
biocama B a las profundidades de 15y 30 cm. El didmetro de las burbujas es proporcional a

la concentracion de clorotalonil detectado. Fuente: Elaboracién propia.

Biocama C

ElI 50% de los plaguicidas -cuantificados fueron fungicidas (azoxistrobina,
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clorotalonil), 33% insecticidas (cipermetrina, clorpirifos y y tiametoxam) y 17% herbicidas
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(linuron). EI PCO indicé que se presentaron diferencias en el conjunto de plaguicidas

detectados en la biomezcla tomada a 15 y 30 cm de profundidad en el segundo y tercer
muestreo (mayor separacion de los puntos en el plano multidimensional; Figura 6). Esta
situacion no ocurrié en el primer muestreo (menor separacion de los puntos en el plano

multidimensional; Figura 6).

Figura 6. Analisis de coordenadas principales de los plaguicidas detectados en biomezcla de
la biocama C a las profundidades de 15y 30 cm en tres muestreos mensuales consecutivos.

Fuente: Elaboracion propia.

Al revisar el comportamiento de plaguicidas individuales, se observa que durante el
primer muestreo hubo plaguicidas como azoxistrobina y tiametoxam cuyas concentraciones
eran cerca del doble a 15 cm con respecto a 30 cm de profundidad en la biomezcla (Tabla
2), lo cual se considerd indicio de degradacion. De estos dos plaguicidas, Unicamente
tiametoxam se considera PAP por ser altamente tdxico para abejas (PAN, 2021).
Especificamente, para la azoxistrobina (Figura 7), la informacion ambiental es escasa; sin
embargo, se sabe que su persistencia en suelo es de extrema a ligera con una movilidad
media (Andrades, Herrero, Marin, Sanchez, Rodriguez, 2015). No obstante, el tiempo de

residencia del plaguicida en la biomezcla (un mes aproximadamente) parecid ser suficiente
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para comenzar el proceso de degradacion.
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Figura 7. Concentracion de azoxistrobina (pug/g biomezcla) cuantificado en biomezcla de la
biocama C, a dos profundidades; 15 y 30 cm. El didmetro de las burbujas es proporcional a

la concentracion de azoxistrobina detectada. Fuente: Elaboracion propia.

En la biocama C las concentraciones de clorotalonil, cipermetrina y clorpirifos fueron
variables en ambas profundidades. Durante el tercer muestreo las concentraciones de estos
plaguicidas fueron considerablemente mayores a 30 cm de profundidad (Tabla 2). En
concordancia con lo observado en las biocamas A y B, se hipotetiza que, en el caso de
plaguicidas de uso intensivo como el clorotalonil, es probable que su tasa de vertido pueda
superar la tasa de degradacion o, por otro lado, que posterior al vertido, el i.a. se acumule a
mayor profundidad mostrando concentraciones superiores. Sin embargo, con el paso de los
dias, los microorganismos presentes en la biomezcla comienzan la degradacion enzimatica,
con lo cual disminuyen las concentraciones de los plaguicidas vertidos. Nuevamente se
presenta el comportamiento de las concentraciones de clorotalonil en la Figura 8. En la
biocama C, se detectd la presencia de clorotalonil en las dos profundidades, unicamente
durante el tercer muestreo y especificamente la concentracién a 30 cm superd lo
cuantificado a 15 cm. De acuerdo con lo observado en las biocamas A y B, se esperaria que
en un muestreo posterior se detectara una concentracién menor de clorotalonil a 30 cm de
profundidad, ya que existe evidencia que indica que este plaguicida se degrada en la

biomezcla.
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Figura 8. Concentracion de clorotalonil (ug/g biomezcla) cuantificado en la biocama C, a
las profundidades de 15y 30 cm. El diametro de las burbujas es proporcional a la

concentracion de clorotalonil encontrada. Fuente: Elaboracion propia.
Conclusiones

La informacion recopilada en este estudio indica que la biocama tropicalizada,
construida en toneles de 200 L puede utilizarse con buenos resultados para lograr la
degradacién de plaguicidas que no se utilizan de manera intensiva; por ejemplo,
azoxistrobina, carbendazim, cipermetrina, dimetoato, flutolanil, malation, metalaxil y
linuron. Las concentraciones de estos plaguicidas fueron menores a la mayor profundidad de
la biomezcla. A partir de este resultado, se confirma que la biomezcla compuesta por abono
organico y residuos vegetales brinda condiciones que favorecen la actividad microbiana que
facilita la degradacién de los plaguicidas. Por otro lado, se debe continuar investigando de
forma detallada la dindmica de degradacion de plaguicidas en la biomezcla, sobre todo de
aquéllos de uso intensivo en la agricultura, los cuales se depositan de manera constante en la
biocama. Aun cuando existe evidencia de que estos i.a. pueden ser degradados en la
biomezcla, el disefio tropicalizado parece no tener el potencial para una degradacion
eficiente, porque los plaguicidas se depositan a una mayor velocidad de la que son
degradados. Para superar este inconveniente, sera necesario realizar ajustes al disefio; por

ejemplo, incrementar el tamafio y cantidad de biomezcla. Ademas, es necesario intensificar
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el seguimiento del uso de la biocama por parte de las personas agricultoras; desde la
induccion, implementacion correcta y uso adecuado en el tiempo. Lo anterior resulta de
suma importancia, debido a que varios de los plaguicidas de uso intensivo en la horticultura
son plaguicidas altamente peligrosos que pueden generar impactos negativos en el ambiente
y la salud humana. Es importante profundizar en la reflexidn social sobre la relevancia de
sustituir el uso de plaguicidas por métodos alternativos, como control bioldgico, extractos
botanicos, y otros, e incluso promover enfoques productivos basados en la agroecologia,

para el bien del entorno vivo y la salud humana.
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