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Resumen

Como parte de las actividades que se realizan en el sector agricola se hace uso de vehiculos,
por lo que se tiene contacto con diferentes agentes fisicos como el ruido y las vibraciones
de cuerpo entero, debido a esto el objetivo de este proyecto fue determinar la exposicion
ocupacional a estos agentes durante el uso del tractor, especificamente en labores realizadas
en la Zona Norte de Cartago, Costa Rica. Para alcanzar dicho objetivo, se efectud un estudio
exploratorio en 13 fincas, en las cuales se cuantificaron los valores de exposicion a ambos
agentes, haciendo uso de un vibréometro y audiodosimetros. Como resultado, se obtuvo que
los niveles de exposicion diaria a vibraciones se encuentran sobre el valor de acciéon en el
53,8% de los casos, y los resultados del nivel sonoro continuo equivalente (NSCE) se ubican
entre los 54,8dB(A) a 75,4 dB(A), por lo que no sobrepasan el nivel de exposicion ocupacional.
Ademas, se identificaron los factores de riesgo relacionados con estos agentes, la antigliedad
de la maquinaria y dispositivos colocados en el vehiculo, asi como los factores personales que
pueden influir en la aparicion de dolencias, relacionadas con la actividad laboral. Existen otros
factores de riesgo en la poblacion en estudio, asociados a las posturas adoptadas y al indice
de masa corporal de los colaboradores. Se concluye que la exposicion a las vibraciones en
cuerpo entero, podria llegar a generar efectos a la salud a largo plazo, ademas, el dispositivo
de acople y modelo se convierten en factores que pueden influir en la exposicion.

Keywords
Tractor; occupational exposure; whole body vibration; noise.

Abstract

The use of tractor in the agricultural sector is very common, the physical agents associated with
it use are noise and vibrations of the whole body; the objective of this project was to determine
occupational exposure to these agents during the use of the tractor in 13 small companies of
the northern zone of Cartago, Costa Rica. The exposure were measurement with the ISO 2631-
1: 2001 and noise dosimeter. As a result, it was obtained that daily vibration exposure levels are
above the action level in 53,8% of cases, and the noise level is between 54,8dB(A) a 75,4 dB(A),
below occupational level exposure. The risks factors identified were related to the model and
devices used in the equipment, postures and body mass index. The main conclusion is that the
exposure to whole body vibration may cause health problems in the term, the model and devices
used in the equipment are a risk factor of the exposure.

Introduccién

La agricultura es uno de los sectores que presenta mas peligros [1], generandose gran cantidad
de lesiones y enfermedades relacionadas con pesticidas, problemas respiratorios, trastornos
musculo esqueléticos, entre otros [2]. Las actividades que se realizan en este sector demandan
una carga fisica muy alta, razén por la cual en los Ultimos afios se ha aumentado la mecanizacion
de la agricultura [3]. Sin embargo, la exposicion a la maquinaria agricola trae consigo otra serie
de riesgos como las vibraciones de todo el cuerpo [4], asi como el ruido [5], que si se llegan a
convertir en excesivos pueden conducir a efectos cronicos y agudos en la salud [6].
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Los diferentes implementos adaptados en la maquinaria para las labores de agricultura,
generan variaciones en la exposicion de las vibraciones de cuerpo entero [7]; ademas, la
irregularidad del terreno y la velocidad del vehiculo son factores importantes a considerar
durante las evaluaciones [8].

El desarrollo de la tecnologia en los procesos de mecanizacion agricola ocasiona afectacion
en el entorno de trabajo para los usuarios; equipos como los tractores son de las fuentes mas
importantes de ruido [9]; ademas, factores como el manejo del equipo y el tipo de superficie
perjudican la eficiencia de los operadores y por lo tanto el desempefio de los mismos [10].

Las vibraciones y el ruido se caracterizan porque se generan de la misma manera [11]; y ambos
agentes se encuentran relacionados con los sistemas de transporte, pudiendo llegar a afectar
la salud de muchas personas, por Io0 que el impacto en la calidad de vida puede ser importante
[12].

El ruido puede definirse como un sonido no deseado [13] y es reconocido como una de las
principales formas de contaminacion, que causa diferentes dafios como los auditivos, [14],
siendo la pérdida de la audicién una lesion comun en los trabajadores agricolas [15]; ocupacion
que se clasifica entre las primeras tres con mayor riesgo, debido al ruido excesivo durante
las actividades laborales [16]. Ademas de la pérdida auditiva, otros de los efectos conocidos
producto del ruido, son los efectos cardiovasculares [17], afectacion en el sistema digestivo,
respiratorio y en el metabolismo [18].

Por su parte, las vibraciones corresponden a oscilaciones de particulas alrededor de
una posicion de equilibrio que pueden generar desde falta de confort hasta fatiga [19],
especificamente en las vibraciones de cuerpo entero la masa corporal se encuentra expuesta
a vibraciones mecanicas, como las producidas por el asiento del tractor [20], ocasionando
enfermedades cardiovasculares, respiratorias, afectacion en el sistema endocrino, [21], siendo
uno de los principales riesgos los trastornos musculo esqueléticos [22], que tienen efectos en
la columna vertebral [23]; [24].

En la Union Europea, un 23% de los trabajadores agricolas sufren dolores relacionados con
el sistema musculo esquelético [1]. Especificamente en las actividades de conduccion de
vehiculos, la edad, la amplitud de la vibracion [21] y la carga postural, pueden contribuir a los
trastornos relacionados con la espalda baja como las lumbalgias [25], [26].

El dolor lumbar es un importante problema de salud publica [27], encontrandose entre los
gue mas costos generan para la sociedad en general [28]; la magnitud y la duracién de la
exposicion a la vibracion [29], son algunos de los factores que ocasionan esos dolores [30], por
lo que los conductores de equipos como los tractores, que son utilizados durante muchas horas
al dia por los agricultores [31], se exponen a ese tipo de dafio.

En general las actividades agricolas presentan muchas limitaciones [32] que afectan la salud y
seguridad de los empleados, por lo tanto es fundamental identificar los factores de riesgo, para
luego desarrollar medidas adecuadas que permitan la gestion de las fuentes que los originan
[33].

Por lo citado anteriormente y debido a que en Costa Rica no existen datos sobre la exposicion
a vibraciones y ruido en el sector agricola, el objetivo de este proyecto fue determinar la
exposicion ocupacional a ruido y vibraciones en cuerpo entero durante el uso del tractor en
agricultores de la zona norte de Cartago, Costa Rica, asi como identificar si la antigledad de
la maquinaria, terreno, dispositivos de arrastre y velocidad, son factores que pueden influir en
la exposicion y si las posturas, edad, jornadas, y peso, son variables que pueden influir en la
aparicion de dolencias con el fin de iniciar investigaciones que mejoren las condiciones en este
sector.
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Materiales y métodos

La investigacion fue exploratoria, debido a que no se contaba con datos en el pais sobre niveles
de exposicion a vibraciones en cuerpo entero y ruido durante el uso de tractores. La poblacion
de operarios de tractor en Tierra Blanca es un nimero que no se encuentra definido, por tanto,
la seleccion de la muestra fue no representativa y a conveniencia. Se contactaron duefios de
diferentes fincas ubicadas en la Zona Norte de Cartago pertenecientes a la Asociacion de
Horticultores del Irazd (AHSORI), como respuesta se obtuvo la participacion de 13 fincas y 10
hombres adultos, debido a que uno de ellos prestd servicios de arado en tres diferentes fincas.

Vibraciones: Se siguid la metodologia sugerida en la norma ISO 2631:2001: Exposicion a
vibraciones en cuerpo entero, para obtener los niveles de vibracion a los que se exponen
los trabajadores, utilizando el equipo HAV PRO, marca Quest Technologies tipo 1, serie
numero 07111, el cual cumple con los estandares 1S0O:8041:1990 y 1:1999(t), y se encontraba
calibrado bajo condiciones de laboratorio. El sensor se coloco sobre el asiento del conductor
respetando el sistema de coordenadas (X, Y, Z). Las mediciones se realizaron durante un tiempo
aproximado de una hora, en cada caso evaluado, con una ponderacion de exposicion por
minuto, por tanto, se generaron 60 datos por cada medicion, las cuales fueron promediadas a
un dato por cada 20 min. Las escalas de ponderacion utilizadas fueron las establecidas para
la evaluacion de los efectos sobre la salud que se indican en la norma, con sus respectivos
factores de multiplicacion: Eje x: Wd, k=1.4; Eje y: Wd, k=1.4; Eje z: Wk, k=1.

Con los resultados obtenidos se calcul¢ el factor cresta: rms/pico [34] para cada tractor. En los
casos donde el factor cresta fue mayor a 9 se utilizé el método bésico y el método alternativo Valor
dosis de la vibracion (VDV), que es mas sensible a los picos de aceleracion. Para cada eje se
calculd6 el valor de exposicion diaria A(8) y el valor de dosis segun las siguientes ecuaciones [34]:

[Texp / Texp f Texp
A (8)=1,4"a Ay(8) = 1,4*a A (8)=1,4%a
x,( ) WX TO , y( ) WX TO , x,( ) WX TO

VDV, (8)= 1,4*VDV, (T__ /T )", VDV, (8)= 1,4*VDVy (T, /T )"

exp meas) exp meas) ’

VDVz (8) = VDVz (T, /T, )"

exp’ ' meas

Se tomo el eje critico para realizar la evaluacién del nivel de vibracion. Ademas, los resultados
se agruparon segun el modelo del tractor. Para determinar la influencia de estos factores sobre
la exposicion diaria, se realizé una prueba de normalidad de los datos, usando el estadistico
de prueba de Anderson-Darling, con un nivel de confianza del 95%, a partir del programa
estadistico Minitab 19. Posteriormente se planted si hay una diferencia significativa entre la
aceleracion producida con el mecanismo de acople y sin él, asi como el modelo del tractor,
pues son variables pueden influir en la exposicion ocupacional a vibraciones.

Para la comparacion con la norma, se utilizd la Directiva Europea 2002/44/EC (2002) sobre
Vibracion Mecanica, debido a que Costa Rica no cuenta con limites de exposicion para
vibraciones. En la misma se establece para la exposicion diaria valores limite de 1,15 m/s? y
0,5m/s? de accion, y para el valor de dosis de la exposicion 21m/s'’”® como limite y 9,1 m/s'’®
como nivel de accion.

Ruido: Se realizaron audiodosimetrias con un dosimetro marca 3M, modelo Edge 4, aplicable
a las normas ANSI S1.25-1991, ponderacion A, ISO-1999, BS6402:1983. Con el porcentaje de
dosis obtenido, se calculd el nivel sonoro continuo equivalente (NCSE), el cual se obtiene por
medio de la siguiente férmula:

NSCE= [85+ 16,6 log (% dosis / 12,5 * T)] [35]
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Para cada medicion, posteriormente se comparé con el nivel maximo permitido de exposicion
a ruido de 85 dB(A) establecido en el Reglamento para el control de Ruido y Vibraciones de
Costa Rica [36].

Determinantes de exposicion y factores de riesgo: La identificacion de factores de riesgo que
pueden influir en la aparicion de dolencias, se realizd, recopilando informacion a partir del
Cuestionario para vigilancia de la Salud por Vibracion de Cuerpo entero: EC Biomed || BMH4-
CT98-3251_[37] con respecto al tiempo de exposicién, peso, edad, altura, dolencias percibidas
en la espalda, cuello y hombros, asi como su intensidad en los ultimos 12 meses. Con el dato
del peso y altura se procedié a calcular el indice de masa corporal (IMC), que se obtiene de la
siguiente ecuacion [38]:

IMC= Peso (kg) + altura (m?)

Resultados

Datos generales

El estudio exploratorio contd con la participacion de un colaborador conductor de tractor, por
cada una de las 13 fincas dedicadas a la agricultura, ubicadas en la Zona Norte de Cartago. La
edad de los conductores se encuentra entre los 21 y 56 afios, quienes tienen de 5 a 34 afios de
experiencia en el manejo de tractores. La jornada laboral varia entre 8 a 10 horas de trabajo. Las
horas de exposicion a las vibraciones y ruido son de 5 0 9 horas, dependiendo de la empresa
y del tipo de trabajo que esté realizando.

A.Vibraciones

El sensor del vibrémetro se colocé en el asiento del conductor, respetando los ejes (x,y,z). Se
calculd el factor cresta para cada uno de los datos recopilados; en todos los casos resultd
por encima de nueve, por lo que se utilizaron tanto el método basico como el VDV, segun lo
establecido en la ISO 2631-1 [39].

En el cuadro 1 se muestran los datos obtenidos de aceleracion en cada una de las mediciones
realizadas. El terreno sobre el cual se trabaj6 era tierra.

Como se muestra en el cuadro 1, en el 31% de los casos predomina el eje X, el 62% el eje Y 'y en
el 7% en el eje Z, lo que se podria indicar que los movimientos laterales y de frente hacia atras
son los mas frecuentes, esto se puede deber a los movimientos producidos por las tareas a
realizar, asi como irregularidad del terreno o presencia de piedras en el mismo. Adicionalmente,
en el 53,8% casos se sobrepasa el nivel de accion (0,5 m/s?), y en el 15% de los casos
sobrepasa el limite recomendado (1,15 m/s?). El 68.8% de los colaboradores se encuentra
en riesgo de presentar afecciones a la salud, producto de la exposiciéon a vibraciones. Segun
una investigacion realizada en campo [40] con tractores nuevos, practicamente todos (~95%)
excedieron el Valor de Acciéon de Exposicion (EAV) durante un dia de 8 horas.

El valor de dosis de la vibracion se encontré entre 0,0314 m/s'y 573,0153 m/s'4 los ejes
predominantes son el X y Y, con un 38% de los datos cada uno, coincidiendo con los ejes
predominantes del cuadro 1. Se estimd el valor diario de la exposicion y se compard con
los valores limites, resultando que el 46% de todas las mediciones se encuentran sobre el
valor de accion. Debido a los movimientos producidos durante el uso del implemento y las
irregularidades en el terreno, en algunos casos como la medicién 9,10 y 12 no se puede definir
un eje predominante, debido a que los valores son muy similares.
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Cuadro 1. Valores de aceleracion promedio en m/s?, de la exposicion diaria A (8) promedio en m/s2, obtenidos de
cada una de las mediciones (n=13).

1~ 0,5744 0,8338 0,5523 0,6357 0,9229 0,4367
2% 0,3645 0,4061 0,3294 0,5413 0,6030 0,3493
3** 0,0517 0,0882 1,2270 0,0767 0,1310 1,3014
4= 0,1493 0,4159 0,4788 0,2278 0,6345 0,5218
& 0,0863 0,0978 0,0478 0,1281 0,1452 0,0507
6** 0,0020 0,0029 0,0067 0,0030 0,0043 0,0071
7 0,3798 0,3355 00,3720 0,5318 0,4697 0,3792
8* 0,1910 0,1692 0,1929 0,2835 0,2512 0,2046
9* 1,1087 1,1310 0,4590 1,6463 1,6795 0,4869
10* 0,3819 0,4136 0,3177 0,5346 0,5790 0,3177
11* 0,4718 0,2590 0,2679 0,7005 0,3846 0,2842
12* 0,2240 0,2491 0,2055 0,3326 0,3699 0,2180
13 0,4078 0,3867 0,2715 0,6056 0,5742 0,2879

Nota: Aeq X: aceleracion equivalente en el eje X, Aeq Y: aceleracion equivalente en el eje Y, Aeq Z: aceleracion
equivalente en el eje Z; A (8)x: aceleracién de la exposicion diaria en el eje x; A(8)y: aceleracion de la exposicion
diaria en el eje y; A(8)z: aceleracion de la exposicion diaria en el eje z. *acople con arado, **acople con rotador.

Otras investigaciones reflejan que durante el uso del tractor es el eje Z el predominante [41],
sin embargo, las condiciones del terreno fueron diferentes. También se reportaron como eje
predominante el Y, con valores del VDV de 16.6 m/s'*, sobrepasando el nivel de accion [42],
coincidiendo asi con lo calculado en el cuadro 2.

En el cuadro 3 se muestran los datos de aceleracion agrupados por modelo.

Como se puede observar en el cuadro anterior, la exposicion diaria en el 7% de los casos esta
por debajo del nivel de accion, especificamente para el modelo 2005, otro 62% esta sobre el
nivel de accién (modelos 2008, 2010, 2011, 2015), y el porcentaje restante 31% se encuentra
sobre el valor limite de exposicion diaria de 1,15m/s? (modelos 2007 y 2013). Por lo tanto, existe
riesgo para la salud de los conductores.

En el caso del VDV, el 31% de los valores de exposicion diaria, estan por debajo del nivel de
accion (modelos 2005, 2013 y 2015), el 54% sobre el valor de accién (modelos 2008, 2010,
2011) y el 14% (modelo 2007) por encima del nivel limite de exposicién, esto se debe a que en
ocasiones el arado de disco o rotador chocaba con piedras que se encontraban en el terreno.
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Cuadro 2. Valores de aceleracion, valor de dosis de la vibracion promedio para cada eje, exposicion diaria VDV (8)
promedio en m/s', y valor de dosis diaria (m/s'*) (n=13)

1 4,5279 6,5356 5,8638 8,2415 11,8958 7,6237
2 3,3014 3,7336 6,0761 8,3787 9,4758 11,0150
3 1,2120 1,5128 36,8836 2,4713 3,0848 53,7201
4 1,2435 3,3956 3,4747 4,1299 11,2771 8,2426
5 1,6970 1,9410 0,8796 4,8935 5,5973 1,8118
6 0,0443 0,0512 0,0799 0,1415 0,1634 0,1821

7 3,0785 2,6133 2,9401 9,5395 8,0977 6,5076
8 1,5614 1,3322 1,5100 4,1902 3,5751 2,8944
9 3,5619 3,6824 3,3708 7,9642 8,0100 5,3835
10 3,0511 3,0327 2,5036 9,4543 9,3974 5,5415
11 2,2312 2,2956 4,6800 5,9874 6,1604 8,9707
12 2,0094 1,9746 2,1616 5,3922 5,2990 4,1434
13 3,6367 2,9741 2,9584 8,4852 6,9391 4,9308

Nota: VDVx: valor de dosis de la vibracion en el eje x, VDVy: valor de dosis de la vibracion en el eje y, VDVz: valor
de dosis de la vibracion en el eje z, VDV(8)x: valor de dosis de la vibracion diaria en el eje x, VDV(8)y: valor de
dosis de la vibracion diaria en el eje y, VDV(8)z: valor de dosis de la vibracion diaria en el eje z.

Cuadro 3. Valores de aceleracion, valor de dosis de la vibracién promedio para cada eje, exposicion diaria A (8)
promedio en m/s?, y valor de dosis diaria (m/s"*) agrupados por modelo del tractor (n=13).

2005 (1) 0,0030 0,0043 0,0071 0,1415 0,1634 0,1821

2007 (1) 0,0767 0,1310 1,3014 2,4713 3,0848 53,7201
2008 (2) 0,5186 0,7434 0,3476 7,4689 10,4423 6,2825

2010 (2) 0,4965 0,6075 0,3740 7,7718 9,7331 10,6189
2011 (3) 0,5318 0,4697 0,3792 9,5395 8,0977 6,5076
2013 (3) 1,0981 1,1142 0,3821 7,0988 6,9411 4,6949
2015 (1) 0,5581 0,4691 0,2683 6,9943 6,2941 5,7979

A. 1. Influencia de dispositivo de acople y modelo del tractor en la exposicion.

Los dispositivos utilizados, como se mencioné anteriormente, fueron arados de disco y rotador;
el terreno fue plano o inclinado; los modelos evaluados fueron 2005, 2007, 2008, 2010, 2011,
2013 y 2015; la velocidad fue un dato que no se pudo recolectar, debido a que variaba segun
el terreno.



‘ Tecnologia en Marcha,
10 | IMB Vo1, 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020

Para determinar si el modelo del tractor y el dispositivo de acople influyen en la exposicion a
vibraciones, se realizd una ANOVA.

Como resultado se obtuvo que, en la comparacion entre modelos, el valor de P=0.000, por
lo tanto, si hay suficiente evidencia estadistica para concluir que el modelo si influye en la
exposicion.

En cuanto al dispositivo de acople el valor de P=0.000, esto sugiere que hay suficientemente
evidencia estadistica para concluir que el acople influye en la exposicion a la vibracion.

B. Ruido

Para el caso de ruido, se tomaron solo 9 muestras, ya que en cuatro ocasiones al realizarse la
visita estaba lloviendo, por lo que no se pudo colocar el dosimetro. Una vez que se obtuvieron
los valores de porcentaje de dosis, éstos se proyectaron a 8 horas, partiendo del supuesto de
que el nivel de exposicion es constante, basado en que las condiciones generadoras de ruido
no cambian durante la jornada. Luego se realiz6 el célculo del nivel sonoro continuo equivalente.

Los valores del NSCE se encuentran en entre los 54,8dB(A) a 75,4 dB(A), los mismos se
muestran en la siguiente figura 1.
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Figura 1. Nivel sonoro continuo equivalente, en dB(A), para cada medicion realizada.

Como se puede observar en la figura anterior, ninguno de los datos sobrepasa el valor
recomendado de 85dB(A), establecido en la legislacion costarricense. De acuerdo con las
investigaciones consultadas de otros pafses [43], durante el uso de los tractores en labores
agricolas se obtienen niveles entre 62,1 dB(A) a 87,4 dB(A) y promedios de 68,2 dB(A) a 83,8
dB(A).

C. Determinantes de exposicion y factores de riesgo

Se entrevistd a nueve colaboradores, debido a que una de las personas participantes se negé
a brindar la informacion. Los participantes cuentan con experiencia entre los 5 y 34 afios
en conducciéon de tractores; adicionalmente, todos han laborado con maquinaria pesada o
camiones; a ellos se les aplicd el Cuestionario para vigilancia de la salud por vibracion de
cuerpo entero: EC Biomed. Las posturas que se adoptan en las tareas es inclinada hacia
adelante y retorcido (viendo hacia atras).

A continuacion, se muestra el porcentaje de las partes del cuerpo, asociadas a la actividad
evaluada, donde se presenta mayor dolencia externada por los trabajadores, segun la
frecuencia:
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Figura 2. Porcentaje de las partes del cuerpo donde se presentan dolencias.

La parte del cuerpo donde se presenta mayor porcentaje de dolencia es en el cuello; esto se
puede deber a las posturas que se adoptan, debido a que tienen que estar volteando hacia
atras, para observar el dispositivo de arrastre colocado al tractor.

La intensidad del dolor en esta parte del cuerpo, es calificada por el 44% de las encuestados
como muy significativa (nivel de 8, en escala de 10), para espalda y para hombros es de 8 en
el 33% de los casos. Estas dolencias provocaron que 1 de los colaboradores se incapacitara
por 7 dias, en el ultimo afo.

Se han realizado encuestas en otros paises donde los conductores de tractores manifiestan que
el dolor de espalda es el mas frecuente en su actividad laboral [4].

De acuerdo a la consulta efectuada sobre el peso de los trabajadores, se procedié a realizar
el célculo del indice de masa corporal (IMC), el cual en promedio es de 27; obteniéndose que
la poblacion en estudio se encuentra en condiciones de peso excesivo, muy cerca del valor de
obesidad [38]; este trastorno puede ocasionar serias consecuencias para la salud, como lo es
la aparicion de varias enfermedades cronicas [44], como la hipertension, diabetes, entre otras
[45]. Siendo las enfermedades cardiovasculares la primera causa de muerte en Costa Rica,
esto de acuerdo a un estudio realizado para la provincia de Cartago [46].

Ademas, otro factor que es importante considerar es la edad de los trabajadores, debido a que
enfermedades como la presion arterial aumentada, tienen una mayor incidencia en personas de
mayor edad [47]; en el caso especifico de la poblaciéon en estudio la edad promedio es de 39
afos; sin embargo se debe considerar que uno de los trabajadores de mayor edad, era quien
tenfa uno de los IMC més altos, especificamente 31,1, catalogado por Mahan & Escott_Stump
(2009) como obeso; convirtiéndose en uno de los factores de riesgo para la salud [48].

Conclusiones y/o recomendaciones

Existe riesgo a la salud de los colaboradores, puesto que tanto los niveles de exposicion diaria
a vibraciones como el valor de dosis de la vibracion, se encuentran sobre el nivel de accion,
esto en el 53,8% de los casos. En cuanto a la exposicion a ruido, en todos los casos el NSCE
se encuentra por debajo de los 85dB(A). Con los datos recopilados se concluye que hay
evidencia estadistica de que el dispositivo de acople y el modelo son factores que influyen en la
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exposicion a vibraciones. Las dolencias a nivel de cuello son las mas frecuentes; relacionadas
con las torsiones en el tronco y cuello del colaborador al realizar la tarea. EI IMC promedio,
evidencia que existe un factor de riesgo a la salud de los colaboradores. Se recomienda
establecer relaciones con representantes de camaras, para que se logre obtener mayor
respuesta e impacto en la presentacion de los resultados. Seria prudente incluir dentro del
equipo de trabajo, a un especialista en fisioterapia, con el fin de que colabore en la deteccion
de las afecciones a la salud, relacionadas con la actividad laboral; ademas que elabore una
propuesta de ejercicios compensatorios, que mejoren las condiciones actuales de este sector.
Para la generacion de nuevas investigaciones se recomienda ampliar el numero de muestray el
tiempo de observacion, para determinar la evoluciéon de las dolencias y poder relacionarlas con
las vibraciones. También trabajar con otros sectores, factor que a largo plazo permita impactar
en mayor medida a la poblacion.
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Abstract

Agro-industrial residues correspond to all the materials generated from activities that involve
the transformation of both crops and livestock to obtain processed or semi-finished products.
In Costa Rica, the primary sector of economy generates more than 6.3 trillion tons of organic
residues per year. The daily generation of these residues pose environmental and economic
problems. In recent years, biotechnological-based alternatives have emerged with the purpose
of taking advantage of the high nutritional content of these residues to cultivate microorganisms
capable of producing compounds with high demand at a commercial level. The present study
evaluates six agro-industrial residues produced in Costa Rica, in order to grow Bacillus subtilis
168. An optimization of the culture medium was carried out under a complete factorial design 23,
where the variables evaluated were carbon, nitrogen and phosphorus sources. Molasses at 10%
m/v, wheat bran at 0.5% m/v, and K,HPO, m/v at 0.01%, as a carbon, nitrogen, and phosphorus
sources, respectively, were identified as optimal for the growth of Bacillus subtilis 168.

Palabras clave

Residuos agroindustriales; biomasa; optimizacion del crecimiento; Bacillus subtilis 168;
economia circular.

Resumen

Los residuos agroindustriales corresponden a todos aquellos subproductos que son generados
a partir de las actividades que involucran una transformacion de materias, tanto agricolas como
ganaderas. En Costa Rica se generan mas de 6,3 billones de toneladas de residuos organicos
solo en el sector econdmico primario. Estos residuos suponen una problematica tanto ambiental
como econdmica. En los Ultimos afos, han surgido alternativas de base biotecnoldgicas en
busca de la valorizacion de residuos agroindustriales que permitan aprovechar su contenido
nutricional para cultivar microorganismos capaces de producir compuestos con alta demanda
a nivel comercial. Bajo esta premisa, el presente estudio evalud seis residuos agroindustriales
producidos en Costa Rica para el crecimiento de Bacillus subtilis 168. Ademas, se llevd a cabo
una optimizacion del medio de cultivo bajo un disefio factorial completo 22, donde las variables
evaluadas fueron fuente de carbono, nitrégeno y fésforo. Melaza al 10% m/v, salvado de trigo
al 0,56% m/vy K,HPO, al 0,01% como fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo, respectivamente,
fueron los parametros 6ptimos para el crecimiento de Bacillus subtilis 168.

Introduction

Agro-industrial production processes for the generation of food or semi-processed raw materials
are a source of solid and liquid wastes or agro-industrial byproducts [1]. The daily generation
of high volumes of wastes and by-products carry several problems with serious environmental
damages. This problem has increased the interest of producers, industries, and technologists to
find alternatives to exploit these wastes and by-products in order to transform them into value-
added products [2].



Tecnologia en Marcha, ‘
Vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020 M 17

In recent years, the development of technologies concerning the use of industrial wastes has
been growing. For example, wastes and byproducts from the agro-industrial processing of corn,
wheat, rice, sugar, beet, potato and tapioca crops stands out, in order to obtain products such
as enzymes, a wide range of solvents, food additives, agrochemicals and biofuels [3] [4] [5] [6].
This transformation processes are mediated, in part, by yeasts, bacteria, fungi, and microalgae
whose metabolic characteristics make them suitable for the synthesis of high value-added
molecules from agro-industrial residues (AR) [7] [8].

In this context, the use of AR not only has benefits to environmental issues but also implies
potential economic benefits. Therefore, currently there is an increasing number of industries using
biomass wastes to generate high-value products by adopting biotechnological methodologies
in their processes [9].

Bacillus subtilis is widely used in fermentation processes based on AR as substrates [10].
This fact is largely due to the ability of this microorganism to metabolize a wide group of
sugars present in AR. In addition, it can produce up to eight proteases classified into two large
groups: serine proteases and metalloproteases that collaborate in the degradation of complex
sugars [11]. This Gram-positive bacterium is a model microorganism, playing a crucial role
in academic and industrial research [12]. The strain Bacillus subtilis 168, single tryptophan
requiring auxotroph, is considerate a highly transformable strain used for basic research and as
an industrial workhorse [10]. Therefore, this study refers to the use of agro-industrial sources to
develop a low-cost culture medium used for Bacillus subtilis 168 biomass production. Besides,
this research is part of a project that seeks to produce commercially attractive levels of small
metabolites by using recombinant Bacillus subtilis 168 strains.

Material and methods

Microorganism and culture conditions

The present project was carried out in the laboratories of the Bioprocesses Unit of the National
Center for Biotechnological Innovations (CENAT-CENIBiIot), located in Pavas, San José, Costa
Rica. The strain used for the development of this research was Bacillus subtilis 168 (GBSC code
1A771) obtained from Bacillus Genetic Stock Center, Ohio, United States of North America.
Subcultures of this bacterium were carried out using Lysogeny agar medium (Miller) and
incubated at 37 °C for 24 hours. The strain was stored at -80 °C in 15% v/v glycerol stocks [13].

Culture media preparation

The selection criteria were based on nutritional content [14] [15] [16], local availability,
management and cost (table 1). PM, LM, WB, CP and BG were prepared in 10% m/v solutions
using osmosis water. The solutions were centrifuged at 4000 x g during 15 min (Hettich, Model
Roto Silenta 630RS) in order to eliminate suspended solids. For CE, the effluent was used
directly as the culture medium. The sucrose content in all media was carried out in triplicates
using the biochemical analyzer (YSI, Model 2700). When necessary, up to 23 g/L of sucrose was
supplemented in the substrate prior to sterilization. Each substrate was adjusted to a pH value
of 7.2. Finally, each substrate was sterilized in autoclave for 20 min at 121 °C. For the BG culture
medium, it was necessary to decant the solids after the sterilization process.
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Preliminary tests

Preliminary tests were carried out in order to determine key sampling points and selection of the
most appropriate AR.

A 15mL microbial inoculum (50 mL Falcon tube) with LB medium was prepared with one full loop
colony (3-4 mm of diameter). It was left overnight at 37 °C and 150 rpm. Experiment flasks with
60 mL (in 250 mL flasks) of the corresponding AR medium (inoculated with 10% v/v inoculum)
were incubated during 48h, at 37°C, and 150 rpm. For the CE and WB media, the sampling time
was extended up to 52 hours. Cell viability was determined by the decimal serial dilution method.
Standard plate count agar was used for the estimation of CFU.

Table 1. Costs associated to agriculture residues used in this study.

Powder molasses (PM) $3/Kg
Liquid molasses (LM) $1.5/L
Corn wet mill effluents (CE) Free
Wheat bran (WB) $0.15/Kg
Brewers’ spent grain (BG) Free
Coffee pulp (CP) Free

AR selection for biomass production

According to preliminary tests, two agro-industrial residues, PM and CP, were discarded due to
their low biomass production yields (data not shown). For the others AR, assays were carried
out in 60 mL of medium (in 250 mL flasks) during 48 h, at 37 °C, and 200 rpm. These cultures
were inoculated with a 10 % v/v inoculum prepared overnight at 37°C and 200 rpm. Assays
were done in triplicates. Sampling was carried out at 0, 8, 24 and 48 hours. Cell viability was
determined by the decimal serial dilution method. Standard plate count agar was used for the
estimation of CFU.

The selection of the culture medium was carried out through a one-way ANOVA test with 95%
confidence, using cell viability data (transformed to Log,,) taken after 24 hours of fermentation.
A Tukey multiple comparison test was performed with 95% confidence using Minitab® statistical
program [17].

Selection of nitrogen source

The LM was used as the base AR to evaluate three different nitrogen sources: ammonium
nitrate (NH,NO,) (AN) as an inorganic nitrogen source, wheat bran (WB) and yeast extract (YE)
as organic nitrogen sources. The statistical analysis to select the nitrogen source was carried
out by one-way ANOVA test with 95% confidence. The cell viability data (transformed to Log, )
was collected after 24 hours of fermentation. A Tukey multiple comparison test was performed
with 95% confidence.
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Culture medium optimization: Factorial design 23.

A full factorial design 2% was carried out to determine significant factors of AR, nitrogen and
phosphorus sources for Bacillus subtilis 168 biomass production (table 2). The selection of the
most suitable inorganic source of phosphorus was based on the literature [7]. A confirmation of
the model was performed in triplicates based in the defined optimal conditions. This confirmation
was also tested against a control treatment using Lysogenyc Broth (LB) culture medium. The cell
viability data (transformed to Log, ) obtained were analyzed through a one-way ANOVA analysis.

Table 2. Factorial design 2° for carbon, nitrogen and phosphorus sources in the culture media.

AR (LM) C 5 7.5 10
Nitrogen source (WB) N 0.5 0.75 1
Phosphorus source (K,HPO,) P 0.01 0.15 0.3

Results and discussion

According to the preliminary tests, microorganism growing in the agro-industrial residues PM
and CP evidenced the lowest cell concentration values, after 32 hours of fermentation with 2.5 x
10 CFU/mL and 3.0 x 10® CFU/mL respectively. Meanwhile, the media elaborated with LM and
WB presented the best results in this stage of preliminary test with 7.3 x 10® and 7.4 x 10 CFU/
mL. Finally, for CE and BG after 32 hours of fermentation presented 5.7 x 10" and 4.9 x 10" CFU/
mL respectively.

CP has high contents of carbohydrates, proteins, and minerals that has made this substrate a
raw material frequently used in bioprocess [18]. However, the growth of Bacillus subtilis 168
during the preliminary trials was not optimal considering the objective of biomass production
as it maintained a cell viability between 1.5 x 10% and 3.0 x 10® CFU/mL. Even though coffee
pulp is rich in carbohydrates (21-32%), protein (7.5-15.0%) and fat (2.0-7.0%), it also presents
antiphysiological and antinutritional factors like tannins, polyphenols and caffeine [19], which
could be limiting the microbial growth. Similar results, in terms of cell growth deficiency, is
observed for culture medium PM, as the cell growth remained between 5.0 x 102 and 2.5 x 10°
CFU/mL.

On the other hand, the LM culture medium reached one of the highest cell growth values during
the preliminary trials, with a concentration that reached 7.2 x10® CFU/mL after 20 hours of
fermentation. Even though both culture media were prepared at 10% m/v with AR molasses, the
nutritional contents could vary between the two types of molasses used in this work. One of the
factors that can cause nutritional heterogeneity among molasses is related to the source of the
materials and the transformation processes they are submitted to during industrial activities [20].

In order to produce more than 1.0 x 107 CFU/mL cell concentration; it was decided to discard PM
and CP as an AR for Bacillus subtilis 168 medium and to continue trials with LM, CE, WB and GB.

According to the one-way ANOVA analysis, the null hypothesis was rejected with a p-value of
0.032. According to the Tukey test, the best results in terms of cell viability corresponds to WB,
which reached a cell concentration of 1.4 x 108 at 8 hours of fermentation (figure 1). However,
the Tukey analysis grouped this medium with LM, BG and LB (control), so there are no significant
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differences in terms of cell growth. On the other hand, CE, which has the lowest cell viability, is
grouped with LM, BG, and LB. This indicates that there is a significant difference between culture
media CE and WB (table 3).

In the other hand, at 24 hours, the one-way ANOVA analysis determined that there are significant
differences between treatments, with a p-value = 0.000. The Tukey test determined that the
LB culture medium was the one that obtained the highest biomass and presented significant
differences with the rest of AR media (table 3).
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Figure 1. Bacillus subtilis growth curve using four agro-industrial residues as a culture medium. The results are
expressed as an average + SD of biological replicas.

In the absence of significant differences within WB, LM and BG at 8 and 24 hours, the selection
of the AR was based in the next criteria for bioprocesses: availability and management. LM has
been widely reported as a suitable substrate for biocompost production and microorganism’s
growth, including B. subtilis [21], as it is easy to use and is a low-cost material. In addition, since
sugar is a product widely exploited in countries such as Brazil, India, United States and China
[22] and this residue can be readily available in Costa Rica, the LM was the AR chosen.

Table 3. Cell viability at 8 and 24 h using different agro-industrial residues.

WB 4.9x10” a 1.4x10% b
LM 1.9x10” ab 8.7x10" b
BG 1.7x107 ab 7.8x10" b
CE 7.3x10° b 1.2x10" b
LB** 1.5x107 ab 4.9x108 a

* Averages that do not share a letter are significantly different with a=0.05 according to Tukey’s statistical test.

** Medium control (Lysogeny Broth)
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Culture medium Optimization

Based on the growth curves obtained and statistical analysis performed (figure 2 and table 4), a
change in viability is observed for some treatments with respect to their cell growth at 8 and 24
hours of fermentation. At 8 hours of fermentation, two groups defined according to Tukey tests
can be observed, where the best cell growth values are given for WB treatment and the control
(LM), AN and YE treatments have the lowest cell viability results. After 24 hours of fermentation,
the AN treatment shows a considerable improvement with the highest biomass production.
AN treatment manages to be grouped within the best treatments according to the statistical
test performed. Besides, the YE treatment and the control reached the death phase at this
time. Tabbene and coworkers [23] mentioned that this effect may be due in part to the ability
of organic sources to be used as a source for direct amino acids synthesis by the microbial
metabolism, which would explain the result observed when using WB. WB is reported as a
protein rich substrate [24].

Therefore, considering that the evaluated inorganic source can extend the fermentation process,
and this could lead to an increase in process costs, treatment WB has been selected as the best
source of nitrogen. Besides, there are no significant differences with the treatment AN and shows
an adequate assimilation by Bacillus subtilis 168.
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Figure 2. Bacillus subtilis 168 growth curve using LM (control) as supplemented with three sources of nitrogen: AN,
WB and YE. The results are expressed as an average + SD of biological replicas

Table 4. Cell viability at 8 and 24 h using different nitrogen sources.

AN 1.4x10" b 2.5x10% a
WB 6.6x10" a 7.6x10" a
YE 1.8x10" b 1.4x10° b
LM** 8.9x10" a 6.0x10° b

* Averages that do not share a letter are significantly different with a=0.05 according to Tukey’s statistical test.
** Medium control
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The statistical analysis shows that after analyzing each factor individually, the sources of nitrogen
and phosphorus used are significant factors that affect the cellular growth of Bacillus subtilis
(p = 0.001 and p = 0.001, respectively). However, the carbon source alone does not have a
significant effect (p = 0.075). Interestingly, the carbon source has a significant effect when there
is an interaction with nitrogen and phosphorus. Significant effect of all interactions between two
factors on cell growth can be observed (figure 3). Due to the significant interaction between the
carbon and nitrogen sources, a greater cell viability can be observed when the two variables
reach the highest values, 5 g/L and 8 g/L, respectively.

On the other hand, when assessing the interaction of the carbon source and phosphorus source
factors, it can be observed that for low phosphorus and high carbon values, the best cell growth
is obtained. Finally, the interaction of the phosphorus source with the nitrogen source shows that
at a low concentration of phosphorus and at a high nitrogen concentration, a higher cell growth
is reached for high concentrations of carbon and nitrogen, compared to low concentrations of
phosphorus, the best biomass production is obtained. The interaction of the three factors is
significant (p= 0.003) as the components of the culture medium. This implies that these three
components are indispensable in shaping the culture medium by virtue of increased cell growth.
The maximum cell viability according to the model is 1.7 x 10° CFU/mL.
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Figure 3. Cube plot for three factors with cell growth (CFU/mL) as a response variable. Carbon (C), nitrogen (N) and
phosphorus (P).

The presence of carbon, nitrogen and phosphorus is essential for a microorganism to perform
its main metabolic functions which allow it to survive. However, before a microorganism can
use these nutrients, they must first be able to detect the type and amount of nutritional sources
available in order to adjust their metabolism in their environmental conditions. Many of these
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metabolic responses are due to the interaction of carbon and nitrogen metabolism products, for
example phosphotransferase systems (PIl), and other DNA binding factors [25]. This initial phase,
known as lag phase, is an adaptation period in which the bacteria synthesizes a large amount
of cell components such as RNA for the production of proteins, enzymes, polysaccharides, fatty
acids among and others, in order to activate metabolic pathways with the goal of preparing the
cell machinery to enter the exponential phase [26] [27].

As well as carbon and nitrogen, phosphorus also has a leading role in the activation of cell
metabolism that allows adaptation to environmental fluctuations. In bacteria, the response to
these environmental shifts are given by signal transduction mechanisms, where the anchoring
of peptides with transmembrane proteins function under two-component systems, where the
activation is mediated by phosphorylation and methylation to trigger the adaptation responses
[28]. In Bacillus subtilis, there are three adaptation systems, mediated by two-component
systems, which are involved in the nutrient’s detection and cell motility toward them, [29]. For
example, under limiting phosphate concentrations, the PhoR-PhoB two-component system starts
operating [32]. The aspartic residue of the kinase sensor is phosphorylated, which subsequently
will activate the response regulator and will bind to DNA sequences known as “PHO boxes”, in
order to regulate the repression or activation of the PHO regulon [33].

Likewise, phosphorus is necessary for other bacteria genetic regulation responses in the
activation of adaptation systems due to nutritional stress conditions. For instance, the activation
of the sigma factor B (6B), one of the RNA polymerase subunits, contributes to the expression of
more than 200 genes involved in the metabolic responses to this stress [30].

Phosphorus has a global regulation mechanism responsible for handling inorganic phosphorus
in the bacterial cell. This mechanism is composed of extracellular enzymes responsible for
obtaining inorganic phosphorus and transform it into organic phosphorus, which is favored by
the presence of carbon and nitrogen in the environment [31].

The influence of carbon sources in the phosphorus regulation systems has been reported [32].
For this study, it was observed that the high concentration of phosphorus and glucose have a
negative effect on cell growth. The effect was described by [34], who observed that it was the
low concentration of phosphorus that had a positive effect on cell growth.

Based on regression coefficients and significance of factors calculated by the complete factorial
design, the equation describing the linear model obtained with a value of R? 99.96% is presented
below:

Y= 792500000 + 22500000 C + 237500000 N — 275000000 P + 42500000 C*N — 70000000
C*P -145000000 N*P — 115000000 C*N*P — 205833333 Central Point

Where Y represents the response variable (CFU/mL); C represents the concentration of carbon
source; N represents the concentration of nitrogen source and P represents the concentration
of phosphorus source.

Based on the obtained model, the optimal concentrations of the culture media components to
reach the highest viable biomass production of Bacillus subtilis 168 are the following: 10 % m/v
of carbon source (liquid molasses), 1 % m/v of nitrogen source (ammonium nitrate), and 0,01 %
m/v of phosphorus source (K,HPO,).



24‘M

Tecnologia en Marcha,
Vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020

Conclusions

Costa Rica generates AR that can be valued as a low-cost growth culture medium and which can
eventually be transformed into high value products through biotechnological processes. Liquid
molasses and wheat bran, as sources of carbon and nitrogen, respectively, show satisfactory
results to produce viable bacterial biomass. For the elaboration of a liquid culture medium, the
optimal concentrations to be used in the culture medium are 10% m/v for molasses as carbon
source, 5% m/v for wheat bran as nitrogen source and 0.01% K,HPO, as source of phosphorus.
For future experiments it is recommended to carry out chemical characterization of the substrates
to be used in order to perform a better control and standardization of the bioprocess.
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Resumen

El proceso de afiejamiento de ron experimenta pérdidas de volumen, denominadas mermas.
Como parte de la validacién continuada del proceso se empled el programa Statgraphics
Centurion v17.2 para el Andlisis de Pareto determinandose los parametros criticos: tiempo
de afejamiento, volumen, concentracion de dioxigeno; temperatura y humedad. El buen
funcionamiento del proceso esta influenciado entre otros factores, por las variables de
operacion, las cuales se registran en bases de datos. El analisis de componentes principales
(ACP) a partir de dichas bases de datos, permitic obtener conocimiento del comportamiento de
las variables mas influyentes en el afiejamiento usando la herramienta The Unscrambler v10.4.
Con el ACP guedaron definidas las variables que se miden mas importantes en el proceso:
temperatura, humedad, tiempo de afiejamiento, grado alcohdlico y volumen. Se redujo la
dimensionalidad a tres componentes principales que explican el 89,11 % de la varianza total
de los datos e incluyen las cinco variables. Se calcularon las mermas en bodega durante los 13
meses de estudio, que resultaron ser 763,43 L, lo cual equivale a un 10,5 % del volumen inicial
existente; superando el 6 % permitido en la norma de la Republica Dominicana, considerada
como referencia en este trabajo. Esta merma representa una pérdida de $32 718. Se determiné
que el 6 % de mermas con respecto al volumen inicial de la solera es 434,72 L, equivalentes a
pérdidas de $18 631 y a una disminucion de $14 087 con respecto a las existentes actualmente.

Keywords

Rum aging; process validation; critical parameters; critical attributes; principal component
analysis.

Abstract

Volume losses, known as wastage are presented during the rum aging process. As part of
the continuous validation of the process Pareto Analysis is applied to determine the critical
parameters that affect it. They are: aging time, volume, dioxygen concentration; temperature
and humidity. The proper functioning of the process is influenced, among other factors, by the
operation variables, which are recorded in databases. In this work, the databases were used to
carry out a principal component analysis (PCA). The behavior of the main variables that affect
the aging was understood, applying PCA, using the software The Unscrambler v10.4. With the
ACP, the more important variables of the process were defined. The dimensionality was reduced
to three main components that explain 89,11 % of the total variance of the data, including the five
variables. Wastages during 13 months were calculated (763.43 L). This value represents 10.5 %
of the initial volume, higher than the 6 % recommended by the Dominican Republic Regulation,
considered as a reference in this research. This wastage represents losses equivalent to $32
718. Losses that correspond to the 6 % of the initial volume were calculated ($18 631). If the
process fulfils the Dominican regulation, $14 087 could be saved.
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Introducciéon

En el ron fresco, como en la mayoria de las bebidas alcohdlicas destiladas, el aroma recuerda a
la materia prima utilizada. Este varia cuando se deja en reposo en recipientes de roble por un
tiempo determinado, es decir durante el proceso de permanencia de los aguardientes en barriles
de roble y al cual se le conoce comunmente como “envejecimiento” o tiempo de afiejamiento.
Este tiempo permite que las bebidas sufran una evolucion que repercute decisivamente en la
mejoria de sus caracteristicas y propiedades organolépticas [1].

Durante el proceso de afiejamiento del ron se producen pérdidas de producto. El afiejamiento
del ron no cambia ni transforma la bebida, sino que desarrolla y sublima sus cualidades
latentes. Es por ello que, en el contexto de excelencia en que compiten estas bebidas, surge
el interés por estudiar la merma en el volumen de ron durante su afiejamiento en relacion a las
condiciones ambientales existentes en la solera.

En el mundo el valor medio de pérdidas anuales que se considera para toneles de 180 litros es
de 10 % del volumen almacenado. Sin embargo, la literatura sefiala para los paises del Caribe
13 % de pérdidas anuales [2]. En un trabajo realizado en las soleras de la ronera de Cardenas,
en los anos 1985-1986, se corrobord una pérdida de 10,5 % anual. No se han encontrado
reportes recientes del valor de estas pérdidas en Cuba. En Jamaica se reporta un 6% de
pérdidas [3].

La tecnologia existente en las bodegas permiti6 llevar a cabo un estudio del comportamiento
de las mermas durante 13 meses de afiejamiento. Se realizaron mediciones del nivel del liquido
de los toneles, grado alcohdlico, temperatura y humedad. Toda esta memoria almacenada
constituye una valiosa fuente de informacion que puede ser Util en la comprension del presente
y en la prediccion del futuro [4]. Se tienen asi, célculos desactualizados y altos porcentajes de
mermas en volumen de las bases en solera con desconocimiento de los factores que influyen.

Materiales y métodos

Verificacion continuada de procesos

Desde hace varias décadas la validacion ha sido uno de los aspectos de mayor escrutinio
dentro de las buenas préacticas de fabricacion como via principal para el aseguramiento
de los procesos. En el enfoque actual la validaciéon del proceso consiste en: “recolectar y
evaluar informacioén del proceso desde su etapa de disefio hasta la produccion, que establece
evidencia cientifica de que el mismo es capaz de entregar un producto de calidad de forma
consistente” [5].

El ciclo de vida de validacion cuenta con tres etapas: disefio del proceso, calificacion del
proceso y verificacion continuada [5]. La verificacion continuada del proceso es la tercera y
ultima etapa dentro del ciclo de vida de validacion. Es una alternativa al enfoque tradicional
de validacion de procesos, donde una vez concluida la calificacion del proceso productivo, se
monitorea y evalla sistematicamente su mantenimiento del estado de control. En el desarrollo
de un nuevo producto o de uno ya existente es necesario dominar el proceso conociendo
como los materiales, procesos y controles afectan el producto final, ya que se puede identificar
los factores criticos de entrada al proceso. La variacion en las respuestas del proceso debe
ser entendida y controlada. Desde una perspectiva de fabricacion, las materias primas y los
parametros del proceso afectan en mayor o menor medida los atributos criticos de calidad.

Para conocer cuéles parametros del proceso son criticos y cuales claves, conocer en qué
direccion y magnitud estos parametros afectan los atributos criticos de calidad es fundamental
para la excelencia de fabricacion. Esta comprension puede ser utilizada para desarrollar
procesos mas robustos o afladir medidas de control adecuadas para ajustar los procesos y asi
obtener el producto objetivo [6].
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Procedimiento de célculo de mermas en toneles de afiejamiento de ron

Para la realizacion de este estudio se instalé un dispositivo de medicion de temperatura y
humedad relativa ambiente marca HOBO, modelo HO8-003-02 con registrador de datos en una
solera. Estas variables fisicas se midieron ininterrumpidamente durante catorce meses.

Los toneles se hallan almacenados en cinco ramblas que poseen una distribucion vertical de
cinco niveles cada una; en ellas se observa la identificaciéon numérica de cada tonel.

Se escogieron tres puntos de la solera (centro y extremos) y se midieron los toneles del primer,
tercer y quinto nivel, para evaluar las pérdidas en relacion a la posicion y la altura de los mismos.
Se escogieron 45 toneles los cuales tienen almacenados diferentes bases.

El dispositivo de medicion se instald sobre las duelas de uno de los barriles del nivel méas
elevado de la rambla, en las cercanias del tapén utilizado para el llenado/vaciado de la barrica
y del techo de la solera.

Los toneles contienen cinco (cinco) productos con diferentes concentraciones de etanol
(formulaciones) y se encuentran distribuidos aleatoriamente en la solera; denominados: B Vi, B
Va, B A, Ag, V'V [7].

Andlisis de Pareto

El diagrama de Pareto es una herramienta estadistica que permite organizar por orden de
relevancia los problemas o las causas que los generan. La utilizacion de este diagrama permite
que cuando se quiera mejorar un proceso o atender sus problemas se establezcan prioridades
y se enfoquen los esfuerzos donde puedan tener mayor impacto.

El viejo adagio dice que el 80 % de los problemas reportados se asocia con el 20 % de las
diversas causas esenciales. Concentrando los esfuerzos en corregir este 20 %, se puede tener
el mayor impacto inmediato en la calidad del producto. En esta investigacion fue elaborado
utilizando la herramienta Statgraphics Centurion v17.2.

Andlisis de componentes principales (ACP)

El ACP es una técnica que facilita el anélisis exploratorio de datos al explicar las fuentes de
variabilidad, reducir dimensionalidad, eliminar datos discrepantes y extraer la informacion
importante. En el trabajo se utilizo el software The Unscrambler X v10.4, que es una herramienta
integral de andlisis de datos para estadistica exploratoria, analisis multivariado, clasificacion,
prediccion y disefio de experimentos [4].

Resultados

Determinacion de los atributos criticos de calidad

Se clasificaron los atributos criticos de calidad de acuerdo al impacto sobre la calidad del
producto final y el riesgo potencial sobre la aceptacion del lote. Para ello se empled el cuadro 1
de asignacion de indices, obteniéndose los resultados que se muestran en el cuadro 2 [6], [8].

Para la determinacion de los parametros criticos se formd una comision de seis expertos,
integrada por masteres y profesionales en las especialidades de ciencia y tecnologia de los
procesos biotecnoldgicos, ingenieria de alimentos y quimica analitica; y se analizé un conjunto
de variables que, segun la experiencia de trabajo y el conocimiento del proceso, tenian mayor o
menor influencia en los atributos de salida del producto final. Se tuvo en cuenta en este analisis
solo la etapa de afiejamiento.
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Cuadro 1. Asignacion de indices para los atributos criticos de calidad

El atributo tiene impacto potencial sobre el desempefio de los procesos posteriores e
incluso puede reflejarse negativamente en la calidad del producto final sin capacidad de

Muy alto 9

El atributo tiene impacto potencial sobre el desempefio de los procesos posteriores e
incluso puede reflejarse negativamente en la calidad del producto final, aunque con Alto 7
capacidad de ser detectado.

El atributo tiene impacto potencial sobre el desempefio de los procesos posteriores, aun-
que sin repercusion negativa en la calidad del producto final.

Moderado 5

El atributo no tiene impacto significativo sobre el desempefio de los procesos posteriores.

Bajo 3

El atributo no tiene impacto sobre el desempefio de los procesos posteriores.

Muy bajo 1

Cuadro 2. Resultados de asignacion de indice para cada atributo critico de calidad del ron

Grado alcohdlico
(% v/v a 20°C)

Densimetria
digital

39,5-40,5 (Afiejo)
39,4-40,6
(Reserva)

Se determina y ajusta para la etapa de
formulacion

Acidez total (g de
acido acético/100

Valoraciéon con

70-130 (Afiejo)

Se determina y ajusta para la etapa de

L de etanol sosa 80-150 (Reserva) formulacion
100°GL)
30-60 (Acetato
Componentes

mayoritarios

Cromatografia de

de etilo) 70-100

Se debe tener definido y cumplir con el

(g/100 L de etanol gases (AI.COhOIGSS 15 intervalo establecido
100°GL) superiores) 5
(Acetaldehido)
Color(expresado . Debe presentar color ambar. Ser brillante,
) . 0,7-1,1 (Afejo y e .
en unidades de | Espectrofotometria limpio y transparente. Se ajusta con el color
. o Reserva)
densidad éptica) caramelo
Aroma propio de un ron afiejo ligero, tipico
Técnica IlIA Debe cumplir de los rones oscuros bien afiejados, seco.

Composicion

organoléptica

(Instituto de
Investigaciones
de la Industria

con las
caracteristicas
predefinidas del

Integracion clara de los rones oscuros
bien afejados que participan. Correcta
evolucion de los aromas provenientes de la

Alimentaria) ron afiejo destilacion con marcada preponderancia
de los del afiejamiento.
Presencia de Fotémetro de : Se realiza para determinar la presencia de
Ausencia

metales

[lamas

metales que puedan precipitar.

Determinacion de los parametros criticos de calidad
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En la valoracion numérica para cada parametro de proceso se empled el cuadro 3 de asignacion
de indices y con los valores de criticidad asignados a cada atributo critico de calidad se
determind la suma de los productos por cada parametro en la fila de la matriz correspondiente
y SuU porcentaje respecto al gran total.

Cuadro 3. Asignacion de indices para los pardmetros criticos de calidad

La variabilidad incide directamente sobre el atributo critico de calidad, incluso sobrepasando
etapas intermedias del proceso donde no ocurren transformaciones asociadas al parametro Muy alto 9
y/o variable en cuestion. Existen evidencias y/o experiencia de que existe una alta correlacion.

La variabilidad incide indirectamente sobre el atributo critico de calidad, dado que puede afec-
tar etapas intermedias del proceso cuyo desempefio influye de forma apreciable sobre dicho Alto 7
atributo. Existen evidencias y/o experiencia de que existe una correlacion aun significativa.

La variabilidad incide en el desempefio de etapas del proceso, aunque con menor inciden-
cia sobre el atributo critico de calidad. Existen evidencias y/o experiencia de que la correl- Moderado 5
acion moderada.

La variabilidad incide en el desempefio de etapas del proceso, aunque con poca o ninguna
incidencia sobre el atributo critico de calidad. Existen evidencias y/o experiencia de que la Bajo 3
correlacion es baja.

La variabilidad incide poco en el desempefio de etapas de proceso sin afectar ningun atribu-

to critico de calidad. Existen evidencias y/o experiencia de que no existe correlacion alguna. iy 2219 !

En el cuadro 4 se muestra la matriz de valoracion de los resultados obtenidos.

Cuadro 4. Matriz de valoraciéon

Id Nivel de criticidad 7 5 3 3 9 9 - -

1 Humedad 9 7 7 1 7 3 300 12,51
2 Temperatura 9 7 7 1 7 3 228 12,51
3 Tiempo de afiejamiento 5 9 9 7 7 9 222 17,71
4 Grado alcohdlico inicial 9 ! 9 8 3 3 212 10,04
5 Volumen 9 ) © 7 S 3 212 13,46
6 Concentracion de O, 9 9 9 5 5 3 188 13,11
7 Quemado del barril (confeccion) 3 7 7 7 7 3 170 11,10
8 Hinchado del tonel (con agua) 3 3 3 3 8 9 162 9,56

Gran total 1694 100
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En la figura 1 se muestra el Diagrama de Pareto, representando ademas la linea ascendente del
porcentaje acumulativo para cada parametro.

1800 = 400,00%—
b 90‘“0/“ -
1500 |- 80,40% / .
C 69,30% ]
1200 - —
> L 56,79% “
£ - -
S 900 44.21% -
g’ = .
& o 31,17% N
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oL B B ] ) e ) -
Tiempo Concentracion 02 Humedad Grado i
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Figura 1. Diagrama de Pareto

En la figura 1 se observan las variables que tienen mayor influencia en los atributos criticos de
calidad del producto final. Esto se justifica a partir del criterio de Pareto 80-20%, donde estas
variables representan los parametros que necesitan de un control estricto para asi garantizar
que los atributos criticos de calidad del ron, se mantengan en las especificaciones establecidas
(los que las tengan). Estos son los llamados parametros criticos del proceso (CPP), y son:
tiempo de afiejamiento, volumen, concentracion de dioxigeno; temperatura y humedad. Las
variables: grado alcohdlico inicial, guemado e hinchado del tonel son los parametros claves del
proceso (KPP), ya que influiran de cierta forma en el desempefio del proceso, pero no en los
atributos criticos de calidad.

En este estudio queda recogida la mayor parte de la informacion tedrica y las experiencias
productivas de los especialistas y operarios del area. Para el estudio posterior se decidio
excluir la variable concentracion de dioxigeno debido a que no se cuenta con la tecnologia
apropiada para medirla. Ademas, se agreg6 al andlisis la variable grado alcohdlico inicial
ya que su valoracion se realizd teniendo en consideracion que puede ser ajustado para las
especificaciones finales del proceso y no por el impacto especifico a lo largo de este.

Determinacion de ruido, limpieza y seleccion de los datos que se utilizaron

Se contd con un conjunto de datos integrado por 900 instancias y diez variables, de ellas
cinco cualitativas: producto, rambla, fecha y posiciones horizontal y vertical, mientras que las
restantes: tiempo de afiejamiento, volumen, temperatura, humedad y grado alcohdlico inicial
tienen caracter cuantitativo. La matriz inicial de datos se redujo a 546 valores ya que presentaba
mediciones incompletas con respecto a tres toneles (19, 21 y 159) y al periodo de tiempo que
comprende de febrero a septiembre de 2014.

Andlisis estadistico y transformacién de los datos

El hecho de que todas las variables se hayan registrado por su propia naturaleza justifica que se
hayan escalado por el rango y centrado por la media. EI ACP se realizé partiendo de un fichero
de datos con las variables producto, rambla, posiciones horizontal y vertical, fecha, volumen,
grado alcohdlico, temperatura, humedad y tiempo de afiejamiento.
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El gréafico de la influencia para este ACP se puede observar en la figura 2.
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Figura 2. Gréfico de la influencia resultado del ACP al fichero con 10 variables y 546 instancias

Se puede observar que no existen muestras que constituyan puntos discrepantes peligrosos,
los que de existir aparecerian en el espacio representado por el circulo rojo ubicado en la
seccion superior derecha del grafico.

En el gréfico anterior se puede observar que las muestras 209 y 210 (enmarcadas por el
circulo azul) tienen alto valor residual por o que constituyen puntos discrepantes pero no son
peligrosos y pudieran contener informacion valiosa. Ademéas, este punto se encuentra dentro
de la elipse de Hotelling mostrada mas abajo en la figura 3; por tanto, esta muestra no fue
eliminada del anélisis.

La muestra 390 (enmarcada por el circulo verde) presenta un elevado valor de distanciamiento
por lo que constituyen un punto discrepante influyente, pero contiene informacion valiosa y por
tanto no fue eliminada del analisis.

Para complementar el analisis de los puntos discrepantes y descubrir agrupamientos no
perceptibles faciimente se utilizoé el grafico de las puntuaciones con la elipse de Hotelling (figura
3). En este se puede observar como la mayoria de los puntos se encuentran dentro de la elipse,
evidenciando que todos pertenecen al mismo proceso. Ademas, se muestra un agrupamiento
fuera de la elipse; en la parte inferior. Estas puntuaciones discrepantes corresponden a
muestras del producto Ag que presentan la mayor graduacion alcohdlica de la base de datos,
que se encuentran ubicadas en la rambla tres y en la posicion horizontal inferior (piso). Esto
esta directamente relacionado con los cambios abruptos experimentados, en estas instancias
de tiempo, por la humedad ambiental, porque en la medida que esta sea mayor o menor se va
a favorecer la evaporacion de etanol o de agua.

Para analizar el comportamiento de la variable mermas de acuerdo al gréfico de las
puntuaciones, se determinaron los valores de la media y la desviacion estandar y se establecio
que los valores de esta variable menores que el limite inferior eran ideales, los menores que la
media eran normales y los mayores que el limite superior eran altos. De esta manera se pudo
identificar la zona de mayores valores de mermas, ubicada a la izquierda del grafico y en
color verde, perteneciente al periodo mas caluroso del afio en especial a septiembre de 2015;
alcanzandose valores extremos de temperatura para el proceso en el intervalo de (34-37) °C.
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Figura 3. Gréfico de las puntuaciones con elipse de Hotelling resultado del ACP al fichero con 10 variables y 546
instancias

Tres componentes principales logran explicar el 88,32 % de la varianza de los datos iniciales. En
la figura 4 se observa el gréfico de la varianza explicada. El primer componente explica el 46,43
% de la varianza el segundo el 27,34 % vy el tercero el 14,55 %. Si se toma en consideracion un
mayor numero de componentes se lograria explicar el 95,90 % de la varianza, pero el modelo
seria mas complejo.
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Figura 4. Gréfico de la varianza explicada resultado del ACP al fichero con 10 variables y 546 instancias

El gréafico de los pesos correlacionados muestra una mejor visualizacion del comportamiento de
las variables. En la figura 5 se presenta el grafico de los pesos correlacionados.

Como se puede observar en la figura 5 con excepciéon del volumen, todas las variables se
encuentran entre las dos elipses, por lo que todas son significativas ya que tienen un elevado
aporte al primer y segundo componente que logran explicar el 74,64 % de la varianza total
inicial. Este resultado justifica la inclusion de todas estas variables para la modelacién posterior.
La variable volumen al presentar el menor coeficiente variacion (7,63 %) justifica que no se
incluya entre las dos elipses que explican entre el 50 y 100 % de la varianza total de los datos.
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Figura 5. Grafico de los pesos correlacionados resultado del ACP al fichero con 10 variables y 546 instancias

Ademas, el grafico explica el fendbmeno fisico que se esperaba encontrar, ya que la variable
temperatura, ubicada a la izquierda a lo largo del componente principal 1 (PC1) se encuentra
relacionada de manera inversa con la humedad; lo cual es |6gico ya que este componente es el
que mayor influencia tiene en la variable de salida que es el % de mermas en proceso. También
se muestra la variable grado alcohdlico que influye de manera negativa en el componente
principal 2 (PC2), la cual tiene una relacion inversa con la variable tiempo de afiejamiento.

En el cuadro 5 se encuentran los pesos de cada una de las variables en los tres primeros
componentes principales. Se subrayaron ademas las variables que mayor contribucion tienen
a cada componente principal; de esta manera el primer CP resultd estar relacionado a las
variables medioambientales humedad y temperatura. El segundo CP se vincula al efecto del
tiempo de afiejamiento en el estudio y su repercusion en el grado alcohdlico. Mientras que el
tercer CP esta mayormente influenciado por la humedad y el volumen, que son de cierta manera
aleatorias en las muestras.

Cuadro 5. Pesos de las variables en cada componente principal

Humedad (%) 744 aﬁej;irilirggtooc(jsﬁos) 08125 Volumen (L) 03778
Volumen (L) 0,1616 Humedad (%) g5z | MEmEe ?gﬁ%rl‘jjamie”to 20,1620
Grado (°GL) 0,0326 Temperatura (°C) -0,0068 Temperatura (°C) -0,2670

VEmpe O('sﬁi‘;jamie”to -0,1638 Volumen (L) -0,5577 Grado (°GL) -0,2869
Temperatura (°C) -0.9551 Grado (°GL) -0.9194 Humedad (%) -0.6167

Anélisis econémico

Para la evaluacion econdémica de los beneficios de este trabajo se calculan los porcentajes de
pérdidas por mermas y se comparan con el 6 % admisible en la Norma General No. 03-2012
de Republica Dominicana [9] ya que no existe una norma cubana aprobada.



‘ Tecnologia en Marcha,
36| Ml vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020

Los porcentajes de mermas se determinan teniendo en cuenta la diferencia entre los volumenes
final e inicial de los 45 toneles que se estudian. El precio de venta de ron es de 30 $/botella y
cada botella contiene 700 mL, quedando determinadas las pérdidas monetarias por concepto
de merma en bodegas.

Las mermas en bodega durante los 13 meses de estudio fueron 763,43 L, lo cual equivale a
un 10,5 % del volumen inicial existente, que en comparacion con |0 establecido en la norma
dominicana [9], para periodos de envejecimiento entre dos y cinco afios (lo cual se ajusta a la
mayoria de los datos existentes), supera el 6 % permitido. Ademas, representa una pérdida de
$32 718.

El valor de mermas admisible correspondiente al 6 % establecido en la norma dominicana para
la bodega, en este periodo de tiempo, es 434,72 L, que representa unas pérdidas monetarias
de $18 631 y difiere del valor de pérdidas reales $14 087.

Conclusiones

Se determinaron cinco parametros criticos que influyen en la calidad del proceso de afiejamiento
mediante un modelo de riesgo basado en matriz de entradas y salidas, estos fueron: humedad,
temperatura, tiempo de afejamiento, concentracion de dioxigeno disuelto y volumen medido.

Se realizé un analisis exploratorio de los datos que se miden en CERALBE, permitiendo reducir
la dimensionalidad de los datos a tres componentes principales que explican el 89,11 % de la
varianza, seleccionando las variables temperatura, humedad, tiempo de afiejamiento, grado
alcohdlico y volumen para la modelacion posterior.

Se calcularon las mermas en bodega durante los 13 meses de estudio, que resultaron ser
763,43 L, lo cual equivale a un 10,5 % del volumen inicial existente; superando el 6 % permitido
en la norma de Republica Dominicana y que representa una pérdida de $32 718. Se determiné
que el 6 % de mermas con respecto al volumen inicial de la solera es 434,72 L, que representa
unas pérdidas de $18 631.
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Resumen

En la investigacion se evaluo el efecto de mezclas de aceite de Anacardium occidentaley Cocos
nucifera diluidas en gasoil, como recubrimiento anticorrosivo aplicados a acero al carbono,
sometido solucién salina. Se utilizaron piezas de barras de acero al carbono utilizadas como
refuerzos en construccion, las cuales fueron tratadas con una mezcla 50:50 de los aceites,
diluidas en concentraciones de 10, 20, 30 y 50% en gasoil. Las piezas de acero, se sumergieron
en una solucion salina al 10% NaCl por 360 dias a una temperatura constante de 50 °C. Ademas
se utilizdé una muestra control sin tratamiento, sometida también al medio salino y una muestra
tratada solo con gasoil. Se realizaron tres réplicas por tratamiento y se analizaron los resultados
de velocidad de corrosion por pérdida de peso, mediante andlisis de varianza no paramétrica
de Kruskal-Wallis, con el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.I. Los tratamientos
con las mezclas de aceites en gasoil, lograron la reduccion de la velocidad de corrosion con
eficiencias entre 96.59 y 98.30%, con resultados estadisticamente significativos, donde destaca
la mezcla al 50% con diferencia significativa respecto a las otras con 95% de nivel de confianza.
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Abstract

In the research, the effect of mixtures of Anacardium occidentale oil and Cocos nucifera
diluted in diesel oil was evaluated, as an anticorrosive coating applied to carbon steel, in saline
solution. Pieces of carbon steel bars used as reinforcements in construction were used, which
were treated with a 50:50 mixture of the oils, diluted in concentrations of 10, 20, 30 and 50% in
diesel. The steel pieces were immersed in a 10% NaCl saline solution for 360 days at a constant
temperature of 50 ° C. In addition, a control sample without treatment was also subjected to the
saline medium and another sample treated only with diesel oil. Three replications were made
per treatment and the results of corrosion rate by weight loss were analyzed, by Kruskal-Wallis
nonparametric variance analysis, with the statistical program Statgraphics Centurion XVI.I. The
treatments with oil blends in diesel, achieved the reduction of the corrosion rate with efficiencies
between 96.59 and 98.30%, with statistically significant results, where the 50% blend stands out
with significant difference compared to the others with 95% level of trust.

Introduccién

La corrosion puede ser definida como la destruccion o deterioro de un material por efecto de
la reaccion con su entorno [1]. Se puede decir que la corrosion es un proceso de metalurgia
inversa, debido a que los metales, de forma natural se encuentran como oxidos, por ser éste
su estado de menor energia y al ser purificados, se oxidan para regresar a su estado natural
[2]. La corrosion ocasiona dafios en la infraestructura de plantas de procesos e industrias y
las maquinas que en ellas operan, que suelen ser costosas de reparar, en términos de pérdida
0 producto contaminado, en términos de dafios ambientales y posiblemente en términos de
seguridad humana [3].
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La mayoria de los procesos corrosivos se producen mediante reacciones electroquimicas
de reduccion-oxidacion y para que las mismas se desarrollen, es necesario que existan tres
constituyentes: unos electrodos (un anodo y un catodo), un electrolito, como medio salino y
una conexion eléctrica entre los electrodos [4]. Las estructuras metélicas sumergidas en agua
salina, sobre todo las de acero al carbono, estan sometidas a procesos oxidativos, que generan
destruccion por corrosion electroquimica [5].

La prevencion del deterioro de estructuras de acero al carbono por corrosion, incluye el uso de
recubrimientos que impidan la transferencia de electrones del metal y el medio oxidante, lo que
ha llevado a una mejora constante de las propiedades mas importantes de los recubrimientos:
la continuidad y la adherencia [6]. A pesar del uso generalizado de los recubrimientos
anticorrosivos, su uso se ha venido reduciendo debido a que muchos compuestos quimicos
utilizados en sus formulaciones han sido sujeto de regulaciones gubernamentales a nivel
mundial por la creciente preocupacion sobre aspectos de seguridad, salud y proteccion
ambiental, lo que genera innovacion tecnolégica en el campo de los recubrimientos [7].

El uso de aceites vegetales y derivados de ellos como recubrimientos anticorrosivos ha sido
sujeto de estudios en diversas investigaciones, entre ellas el aceite de la cascara de la nuez
de Anacardium occidentele [8], [9], [10] y el aceite de Cocos nucifera [11], [12], [13], [14]. En
todas las investigaciones se ha demostrado la aplicabilidad de los aceites como anticorrosivos,
sin embargo el uso de mezclas de ambos no ha sido estudiado, ni tampoco su uso en acero
de refuerzo de construccion. Por lo anterior se realizd una investigacion donde se evaluo la
mezcla de los aceites de cascaras de Anacardium occidentale y Cocos nucifera con gasail
como anticorrosivos aplicado a barras de acero de refuerzo de construccion sometidas a un
medio acuoso salino.

Metodologia

En la investigacion se utilizaron 18 piezas de barra de acero al carbono de construccion lisa,
segun especificaciones de la Norma Técnica Peruana NTP 341.031 [15], de 9.5 mm de diametro
y 100 mm longitud (figura 1). La solucion salina se prepard al 10% de NaCl (99%) en agua
destilada, para luego ser caracterizada a partir de ensayos normalizados de laboratorio, donde
se determinaron las siguientes propiedades: densidad [16], pH [17] y Conductividad eléctrica
[18].

Figura 1. Muestra de pieza de acero al carbono utilizada.

Obtenciéon de los aceites

Para la obtencion del aceite de Anacardium occidentale, se recolectaron las cascaras, se les
extrajo la nuez, se cortaron en pedazos de aproximadamente 1 cm y se secaron en estufa a
105 °C por 24 horas. Las céascaras fueron sometidas a un proceso de extraccion solido-liquido,
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mediante un equipo Soxhlet, utilizando como solvente n-hexano al 98% de pureza. La mezcla
de aceite y solvente fue sometida a un proceso de destilacion simple, con la finalidad de extraer
el solvente, obteniendo un aceite con el mayor grado de pureza posible.

El aceite de Cocos nucifera se obtuvo mediante la técnica de hidroextraccion, para la cual se
sigud el procedimiento descrito por [19], en el que se especifica la forma de obtener el aceite
de forma tradicional por hidroextraccion.

Los aceites fueron mezclados en proporcion 50:50, envasados en frascos de vidrio y
almacenados a temperatura ambiente para ser utilizados posteriormente en los ensayos de
corrosion.

Preparacion de las piezas de acero al carbono

Las piezas de acero al carbono provenientes de barras de refuerzo para construccion, fueron
limpiadas mecanicamente de forma manual con lija n® 100 para eliminar cualquier imperfeccion
en la superficie, para luego ser limpiadas quimicamente con alcohol etilico al 70% ev volumen,
secadas en estufa durante una hora a 100 °C y dejadas enfriar a temperatura ambiente (25
°C), para luego ser caracterizadas fisicamente en cuanto a su densidad, area superficial y
masa original. La masa se determind a través de una balanza analitica marca SARTORIUS
Modelo TE214S de capacidad 210 g y precision de 0.1 mg, la densidad y el area superficial
se determinaron matematicamente considerando que cada pieza es un cilindo. Los valores se
muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Propiedades de las piezas de acero al carbono utilizadas

Pieza Masa, g Densidad, g/cm?® Area superficial, cm?
1 39.8639 5.62 31.26
2 39.9419 5.63 31.26
3 39.9243 5.63 31.26
4 39.9337 5.63 31.26
5 39.9400 5.63 31.26
6 39.8702 5.62 31.26
7 40.0047 5.64 31.26
8 39.7672 5.61 31.26
9 40.0262 5.65 31.26
10 39.8894 5.63 31.26
11 39.8725 5.63 31.26
12 39.6329 5.59 31.26
13 39.8819 5.63 31.26
14 39.9186 5.63 31.26
15 39.9987 5.64 31.26
16 39.8675 5.62 31.26
17 39.8665 5.62 31.26
18 39.9212 5.63 31.26
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Formulacion de las mezclas de aceites y gasoil

Se formularon cuatro mezclas de los aceites en gasoil de acuerdo a lo que se muestra en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Mezclas de aceites de Anacardium occidentale | Cocos nucifera en gasoil

A 10 90
B 20 80
C 30 70
D 50 50

Desarrollo experimental

Se impregnaron tres piezas de acero al carbono por cada una de las mezclas, cubriendo
completamente la superficie de las mismas para un total de 12 piezas tratadas y adicionalmente
tres piezas fueron impregnadas con gasoil puro con la finalidad de tomarlas como tratamiento
blanco. Las tres pieza restantes se dejaron sin tratamiento para utilizarlas como muestra control.
Las piezas impegnadas se secaron en estufa a una temperatura de 50 °C por 24 horas y luego
se dejaron enfriar a temperatura ambiente (25 °C).

Se llenaron 18 frascos de vidrio con la solucion salina y en ellos se sumergieron las piezas de
acero al carbono, constituyendo un sistema de seis bloques con tres réplicas y se colocaron
en la estufa a una temperatura de 50 °C por un tiempo de 360 horas (15 dias), al cabo de los
cuales se retiraron las piezas, se limpiaron quimicamente con alcohol al 70% y se decaparon
mecanicamente de forma manual con lija n°® 100. Cada pieza fue pesada nuevamente para
obtener la pérdida de peso del material debido a la corrosion uniforme. La velocidad de
corrosion se obtuvo mediante la ecuacion 1 [20].

K*Am
A*p¥i (1)

Vcorr =

Doénde: Am representa la diferencia entre la masa inicial y final de la pieza en gramos, A
representa el area superficial en cm?, p representa la densidad del metal en g/cm?®, trepresenta
el tiempo de exposicion en horas, K es una constante utilizada para conversion de unidades
(87600) y Vcorr representa la velocidad de corrosion en mm/afio

La eficiencia de los tratamientos anticorrosivos se determind a partir de la ecuacion 2 [21].

Vcorr —Vcorr .
% Ef — Control Tratamiento x100
VcorrControl (2)

Doénde: Veorr representa la velocidad de corrosién medida en el blogue control, Vcor.

Control Tratamiento

representa la velocidad de corrosion medida en cada bloque tratamiento y %Ef es la eficiencia
del tratamiento.
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Tratamiento estadistico de los resultados

El disefio experimental fue de bloques al azar con seis tratamientos y tres réplicas por bloque. Se
aplico inicialmente una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, para analizar el cumplimiento
del supuesto de normalidad. En funcion al resultado de la prueba mencionada, se aplicé analisi
de varianza, para establecer las posibles diferencias en los resultados obtenidos en cada uno
de los blogues, comparando con el resultado obtenido en la muestra control. La significancia fue
de 0.05, lo que representa un nivel de confianza estadistica de 95%. Los analisis estadisticos y
graficos se realizaron con el programa Statgraphics Centurion XVI.1.

Resultados y Discusion

La solucion salina utilizada se preparé al 10% de NaCl, con la intencién de someter las piezas
de acero al carbono a condiciones de alta salinidad durante el tiempo de prueba. Esta salinidad
es superior a la del agua de mar, la cual posee un valor aproximado de 35 ups (3.5%) [22],
[23], también fue mayor a las utilizadas en otras investigaciones similares, las cuales utilizaron
1.1% [24] y 3.5% [25], lo que demuestra las condiciones extremas de salinidad a la que fueron
sometidas las piezas de acero en la investigacion. La densidad de la solucién salina fue de
1.077 g/ml a una temperatura de 25 °C, que al ser comparada con la densidad del agua pura
a esa misma temperatura de 0.997 g/ml [26], se observa un aumento en el valor debido a la
presencia de las sales disueltas, valor que también fue superior al promedio del agua de mar,
el cual es de 1.027 g/ml [27]. La conductividad eléctrica reportd un valor de 37.6 S/m el cual es
superior al reportado para el agua de mar, cuyo rango es de 3 a 6 S/m [28], debido a la mayor
cantidad de iones de sal disueltos en el agua salina preparada, ya que la misma posee mayor
cantidad de sal. En cuanto al pH obtenido, fue de 8.0, valor que se encuentra entre el rango del
agua de mar, medido entre 7.7 y 8.2 [29], lo que indica que esta propiedad no se ve afectada
en gran medida por la salinidad.

Luego de realizar la fase experimental, se obtuvieron los resultados mostrados en el cuadro
3, referidos a las velocidades de corrosion determinadas a los 360 dias de exposicion de las
piezas de acero al carbono al medio salino.

Cuadro 3. Resultados de velocidad de corrosion obtenidos a los 360 dias

Tratamientos Vcorr (mm/afio) Desviacion estandar %Ef
Control 0.563 0.007
Gasoil 0.163 0.028 72.48

A 0.020 0.012 96.59
B 0.018 0.008 96.95
@ 0.015 0.001 97.48
D 0.010 0.002 98.30

En el cuadro 3 se observa que la velocidad de corrosion disminuye a medida que aumenta el
porcentaje de los aceites en la mezcla y la tendencia grafica puede observarse en la figura 2.

La Vcorr del acero al carbono utilizado tuvo un comportamiento decreciente respecto al
porcentaje de los aceites en la mezcla, observandose como se produjo un efecto anticorrosivo
al impregnar las piezas con los aceites. La Vcorr obtenida al sumergir las piezas de acero al
carbono en la solucion salina sin ningun tipo de proteccion fue muy superior a las obtenidas
al impregnar las piezas tanto con el gasoil puro, como con cada una de las mezclas. El efecto
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se observa mas claramente en la figura 2, donde la Vcorr disminuye de forma rapida entre
las piezas impregnadas con gasoil y las que se cubrieron con las mezclas, lo que demuestra
el efecto positivo de éstas, El efecto anticorrosivo del aceite de cascaras de Anacardium
occidentale, también fue observado, al ser aplicado como tratamiento de superficie de acero
al carbono [9]. Asi mismo, en otra investigacion, se concluyd que el aceite de Anacardium
occidentale es un potencial inhibidor de la corrosién para aceros al carbono en soluciones
acuosas [8]. Este aceite también fue evaluado como anticorrosivo aplicado a acero al carbono
en un medio acido, llegando a obtenerse resultados satisfactorios [10].

Grafico del Modelo Ajustado
Vcorr (mm/aho) = 1/(5.41629 + 12.4501*sqrt(%Aceites))
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Figura 2. Grafica de velocidad de corrosion en funcién al porcentaje de aceites en la mezcla.
Fuente: programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.I.

El aceite de Cocos nucifera, también ha sido utilizado en investigaciones como anticorrosivo
para el tratamiento de acero al carbono, lograndose en todos los casos resultados que
demuestran su aplicabilidad [12], [13], [30]. Los resultados de las investigaciones anteriores
concuerdan con lo observado en la presente investigacion y demuestran que ambos aceites
al ser mezclados en proporciones iguales y diluidos en gasoil, mantienen las propiedades
anticorrosivas que poseen por separado.

En el cuadro 3 también se muestran las eficiencias calculadas para cada tratamiento, con
un maximo de 98.30% para el tratamiento D. Al comparar el resultado de eficiencia maxima
con valores reportados para los aceites por separado, se observa que en el caso el aceite de
cascara de Anacardium occidentale se tienen valores mayores, en algunos casos de 100% [8] y
menores de 86% [10]. Con el aceite de Cocos nucifera, también se obtuvieron valores menores
de 97% [11]y 87% [12]. Las diferencias en las observadas respecto a la presente investigacion,
se deben a las diferentes condiciones experimentales, asi como también a las diferencias en
los tipos de acero utilizados en cada investigacion.

Al aplicar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, se obtuvo un estadistico de 0.61 con un
p-valor de 0.000. Como el p-valor es menor a 0.05, se puede rechazar la idea de que Vcorr
proviene de una distribucion normal con 95% de confianza. Al no cumplirse el supuesto de
normalidad, se procede a realizar un analisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis,
la cual arrojo un valor del estadistico de 13.32 y un p-valor de 0.02, lo que indica que existe
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diferencia estadisticamente significativa de por 1o menos un par de medianas de Vcorr para
los tratamientos aplicados. En el cuadro 4 se muestran los resultados del analisis de varianza
realizado.

Cuadro 4. Resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Tratamiento Rango Grupo homogéneo
D 8.8 X
C 7.00 X X
B 7.83 X X
A 7.83 X X
Gasoil 14.00 X X
Control 17.00 X

Fuente: elaboracion propia a partir de resultados del programa Statgraphics Centurion XVI.1.

Se observa que el tratamiento D mostrd el menor valor de velocidad de corrosion, diferenciandose
de los demas, de manera estadisticamente significativa con un nivel de confianza de 95%. El
resto de los tratamientos no mostraron diferencias significativas, sin embargo se diferenciaron del
tratamiento que solo contenfa gasoil. Todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
al Control, el cual presenté el mayor valor de Vcorr. Lo anterior corrobora el efecto anticorrosivo
de los tratamientos aplicados, ademas al utilizar la mezcla de aceites entre 10 y 30% en gasail,
no se obtienen resultados diferentes, sin embargo la mezcla al 50% de los aceites en gasoil
ejercio un efecto estadisticamente significativo, en la reduccion de la Vcorr, es decir que no
solo presentd el mejor tratamiento anticorrosivo, sino que su efecto fue significativo. El analisis
estadistico demuestra que con los tratamientos A, B y C, se obtienen eficiencias anticorrosivas
cuyos valores, aun cuando presentan diferencias numéricas, no son significativas, siendo en
los tres casos de aproximadamente 97%. El tratamiento D si causé un efecto significativo al
aumentar su eficiencia anticorrosiva a un valor aproximado de 98%. La aplicacion de analisis
estadisticos a ensayos de corrosion del acero [31], mostré coincidencias con lo obtenido, aun
cuando se utilizd en el caso citado, estadistica paramétrica a criterio de los investigadores, sin
analizar el supuesto de normalidad, lo que la diferencia de la presente investigacion.

Conclusiones

La mezcla de los aceites de Anacardium occidentale y Cocos nucifera en proporcion 50:50,
diluidos en gasoil, retardan la velocidad de corrosion uniforme de barras de acero al carbono
utilizadas como refuerzos de construccion, de acuerdo a las condiciones a las que se le
sometieron en la investigacion, llegando a tener eficiencias como recubrimiento anticorrosivo
entre 96.59 y 98.30%, lo que demuestra su potencial uso como aditivo para la proteccion de
estructuras de acero sumergidas en aguas salinas.

Los resultados obtenidos demuestran el potencial de la mezcla de aceites como anticorrosivos,
sin embargo se recomienda continuar evaluando los mismos con diferentes tipos de acero al
carbono y sometiéndolos de atmdsferas salinas con otros disefios experimentales, asi como
también mediante otras técnicas de medicion de la velocidad de corrosion como métodos
potenciométricos o por isotermas de absorcion.
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Resumen

En Costa Rica, el 70.9% de la poblacion utiliza el tanque séptico como sistema de tratamiento
individual a las aguas residuales domésticas. A pesar de que los tanques sépticos son la
tecnologia de tratamiento mas utilizada en el pais, no se cuenta con informacion detallada
acerca de su funcionamiento y su eficiencia. Ademas, labores de mantenimiento, como lo es
la remocion de lodos sépticos, son ejecutadas directamente por cada familia que usa este
sistema y sin que exista un protocolo de limpieza unificado. La evaluacion de estos sistemas
se llevd a cabo en sistemas de tratamiento fabricados por una de las empresas privadas
mas importantes del pais. Cada equipo evaluado consistia en un tanque séptico y un filtro
anaerobio de flujo ascendente (FAFA) para el tratamiento de aguas residuales domésticas. La
caracterizacion incluy6 aspectos fisicos, quimicos y biolégicos de la calidad y cantidad del
agua residual producida en tres sistemas de tratamiento distintos, considerando variaciones
horarias, asi como la calidad y la cantidad de lodos acumulados en cada sistema. Los sistemas
de tratamiento estaban instalados en dos edificios multifamiliares y una casa unifamiliar. Los
resultados indicaron que los sistemas de tratamiento son muy sensibles en cuanto a cantidad y
calidad del agua residual, presentando variaciones horarias significativas y ademas, afectadas
por el tipo de uso de agua que se da en los hogares; lo cual esta directamente relacionado al
funcionamiento del tratamiento.

Keywords

Domestic wastewater; treatment systems; septic tanks; anaerobic filter; physical-chemical
evaluation; biological evaluation; hydrodynamic evaluation.

Abstract

In Costa Rica, 70.9% of the population uses the septic tank as an individual treatment system
for domestic wastewater. Although septic tanks are the most used treatment technology in the
country, there is no detailed information about their operation and efficiency. The maintenance
tasks, such as the removal of septic sludge, was carried out directly by each family that uses
this system, using their own resources. The evaluation was carried out in treatment systems
manufactured by one of the most important private companies in the country. Each equipment
consists of a septic tank and an upflow anaerobic filter for the treatment of domestic wastewater.
The evaluation included a physical, chemical and biological characterization of the quality
and quantity of wastewater produced in three different treatment systems, considering hourly
variations, as well as the characterization of the quality and quantity of sludge accumulated in
each system. The treatment systems were installed in two multifamily buildings and a single-
family house. The results indicated that the treatment systems are very sensitive in terms of
qguantity and quality of wastewater, presenting significant hourly variations and also affected
by the type of water use that occurs in homes; which is directly related to the operation of the
treatment.
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Introducciéon

En Costa Rica, el 70,9% de la poblacioén utiliza el tanque séptico como sistema de tratamiento
para sus aguas residuales domésticas. El tanque séptico es un sistema anaerobio capaz de
tratar aguas residuales domésticas, institucionales y en algunos casos industriales; a partir de
un proceso fisico, quimico y biolégico [1]. Sin embargo, existen grandes deficiencias y aspectos
gue no se han evaluado tanto en disefio como en operacion, mantenimiento y funcién de estos
sistemas de tratamiento [2]. Las labores de mantenimiento, como lo es la remocién de lodos
sépticos, son ejecutadas directamente por cada familia que usa tanque séptico, convirtiéndose
en un servicio privado y no regulado por ningun ente estatal. Ademas, la regulacion y gestion
legal en el pais es desactualizada y limitada, lo cual implica un manejo que no es totalmente
adecuado, impactando los cuerpos de agua superficial e incrementando el riesgo de
contaminacion de las aguas subterraneas.

La caracterizacion del agua residual es indispensable en el disefio de un sistema de depuracion
de contaminantes, por lo que saber la calidad de los parametros fisicos y quimicos es uno de
los primeros pasos al tratar con aguas residuales [3]. La temperatura y el pH son dos variables
fisicas muy importantes, ya que afectan directamente el crecimiento de microorganismos y por
lo tanto, el adecuado funcionamiento biolégico del sistema. Otra caracteristica importante, son
los solidos suspendidos totales (SST), que corresponde a aquellas particulas flotantes en el
agua y que pueden ser separados del medio liquido a partir de tratamientos fisicos sencillos
0 por medios mecanicos. La naturaleza de los soélidos suspendidos totales es principalmente
organica [4]. Uno de los indicadores de materia organica mas importantes es la Demanda
Bioguimica de Oxigeno (DBO,) que corresponde a la determinacion de la cantidad de oxigeno
disuelto que consumen los microorganismos en el proceso de oxidacion de materia organica
biodegradable en un lapso de tiempo de cinco dias a 20°C [5].

Se reporta en la literatura valores de entrada al sistema en SST que van desde los 100 hasta
los 400 mg/L y en el caso del DBO, este puede variar de 250 mg/L hasta los 800 [6]. Los
parametros varian segun el lugar o la comunidad de la que prevengan, por lo que los valores de
un pais desarrollado son diferentes a los de uno subdesarrollado, especialmente por la cantidad
y la calidad del agua que se usa en estos sistemas. Productos de limpieza, higiene y hasta la
dieta en las personas modifican la carga de las aguas residuales. En Estados Unidos, donde el
consumo es entre 350-400 L/persona-dia, la DBO, oscila entre 200-250 mg/L; mientras que en
paises tropicales subdesarrollados donde el consumo es la mitad o un cuarto de esa dotacion
la DBO, es de 300-700mg/L [7]. El porcentaje de remocion en sélidos suspendidos podria estar
aproximadamente en un rango entre 60 y 70%.

Se considera que en palises tropicales la remocion es mejor por la estabilidad en las
temperaturas, las cuales son de 20 a 30°C. Se ha reportado valores muy bajos en sistemas
anaerobios como son los tanques sépticos y con temperaturas por debajo de los 10°C;
ascendiendo a un porcentaje entre 40-60% cuando las temperaturas son alrededor de los 20°C.
Una mejor eficiencia ocurre cuando las temperaturas del agua son mayores a los 25°C donde
pueden obtenerse porcentajes de remocion de DBO, hasta de 80%. [8].

La estructura del tanque séptico es fundamental para un adecuado funcionamiento en la
depuracion de las aguas residuales. Desde la entrada hasta la salida, existen detalles que
marcan la diferencia en la eficiencia del sistema. Tedéricamente, se ha establecido que se
puede utilizar la compartimentalizacion para tangues con volumenes mayores a los 5 metros
cubicos, con un maximo de cuatro divisiones cada una de ellas con un largo minimo de
0,60m. En el primer compartimento se llevaria a cabo el mayor porcentaje de sedimentacion
y digestion representando entre un 50-60% de volumen de particulas sedimentada, dando
lugar a la digestion mas favorecida [9]. Debido a los procesos llevados a cabo por un reactor



Tecnologia en Marcha,
Vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020

50 M

anaerobio, dentro del tanque séptico se da un almacenamiento de lodos en la parte inferior de
la estructura; por la descomposicién anaerobia y facultativa, el cual es hébitat para una gran
cantidad de bacterias y microorganismos; las cuales tienen importancia ambiental por el efecto
que podrian causar tanto dentro como fuera del tanque séptico [8].

Se han llevado a cabo diversas investigaciones con relacion al uso de sistemas de tratamiento
complementarios al del tanque séptico para mejorar la calidad del efluente. Una de estas
alternativas es el uso de filtros anaerobios de flujo ascendente (FAFA) colocado a la salida del
tanque séptico [10]. Este filtro esta constituido por un tanque que contiene material de relleno de
materia inerte que forma un lecho fijo y por lo general, son piedras en diferentes granulometrias
que dan soporte a ese lecho. En ese relleno se lleva a cabo una fijacion de microorganismos y
los compuestos organicos solubles que no fueron removidos en la etapa de tratamiento anterior;
estos compuestos son digeridos y convertidos en productos finales; en su mayoria gaseosos,
como el metano o el didxido de carbono [11]. Estudios llevados a cabo en Brasil por Busato y
Palowsky [10] muestran los comportamientos y eficiencias de sistemas integrados en términos
de materia organica y velocidades de remocion. Estos investigadores observaron que tanto el
pH como la temperatura se mantienen constantes, mientras que la DBO, presentd una remocion
de la carga organica del 78%, aproximadamente en todo el sistema compuesto, teniendo el
mayor porcentaje de remocion en el reactor anaerobio (69%) y en el caso de SST, se obtuvo
una remocion general de un 73%.

Materiales y métodos

Descripcion de las areas de estudio

El estudio se llevd a cabo en tres lugares: dos en edificios multifamiliares denominados en
esta investigacion como “Apartamentos” y otro llamado “Condominios”. El tercero es una casa
de habitacion unifamiliar denominada como “Casa”. La ubicacion de los sitios de estudio se
presenta en la figura 1 los cuales forman parte del cantdén de Escazl ubicados en el Gran Area
Metropolitana de Costa Rica.
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de estudio: Apartamentos, Condominios y Casa
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Los Apartamentos estan compuestos por 4 unidades de vivienda, de nivel socioeconémico
medio-alto, donde residen 10 personas en total. Durante el dia son pocas las personas
con permanencia en las residencias, ya que salen a sus actividades cotidianas, saliendo
generalmente antes de las 9 de la mafiana y regresando después de las 4 de la tarde. Las
aguas residuales, estan compuestas por la mezcla de aguas pardas y aguas grises. Las
instalaciones hidrosanitarias de cada apartamento constan de 2 servicios sanitarios, 1 ducha,
2 lavatorios, un lavaplatos y una pila.

Los Condominios estan conformados por 9 unidades de vivienda, de nivel socioeconémico
alto y una casetilla de seguridad. En cada apartamento viven entre 1 6 2 personas, teniendo
actualmente un total de 14 residentes. La mayoria de las personas pasan fuera del condominio
durante el dia; por lo que aproximadamente sélo 6 6 7 personas son las que permanecen en el
edificio. Las aguas residuales, estan compuestas por la mezcla de aguas pardas y aguas grises.
Los aparatos hidrosanitarios por cada apartamento son, 2 servicios sanitarios, 2 lavatorios, 1
ducha, un lavaplatos, y una pila.

Por otra parte, el sitio Casa consta de una casa de habitacion donde residen 6 personas y en
la mafiana, antes de las 7:00 a.m., la familia realiza las actividades rutinarias de aseo personal
antes de salir a las ocupaciones cotidianas. Después, solo se encuentra 1 persona dentro del
hogar realizando las labores domésticas y durante la tarde se incorporan 3 personas mas. Es
decir, la casa esta con su ocupacion completa antes de las 7 de la mafana y después de las
5 de la tarde. Las aguas residuales generadas en el hogar son separadas respectivamente en
sus tuberias, por lo que se analizaron Unicamente las aguas pardas.

Caracterizacion de las aguas residuales

El levantamiento de los usos del agua y las caracteristicas de las areas de estudio se efectud a
partir de entrevistas a los encargados de cada uno de los lugares de estudio. La cuantificacion
de las de aguas residuales en los dos multifamiliares, se llevd a cabo a través de la medicion del
caudal por métodos volumétricos a lo largo de un dia en lapsos de 15 a 30 minutos o cuando
se presenciara un cambio en el flujo. En el sistema unifamiliar, no se levantaron caudales ya que
estos estan asociados con las descargas de los inodoros.

La caracterizacion en términos de calidad se realizd a partir de muestreos puntuales cada
dos horas, entre el periodo de las 7:00 a.m. a 4:.00 p.m. con una frecuencia mensual, durante
4 meses, los cuales se realizaban en la camara de entrada de los respectivos sistemas de
tratamiento. Tanto el pH como la temperatura se midieron en el sitio de ubicacion de estos
sistemas, mientras que los SST y la DBO, se efectuaron en un laboratorio de analisis quimico.
Todos estos parametros de calidad se evaluaron siguiendo la metodologia establecida en el
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [12].

Evaluacion del desempeno de los sistemas de tratamiento

En el tanque séptico de Apartamentos, se tomaron 3 puntos como referencia para los muestreos:
uno en la entrada al tanque séptico, otro a la salida de éste y por ultimo la salida del FAFA, tal
y como se demarcan con equis en el diagrama de la figura 2.

En el sistema de tratamiento ubicado en los Condominios, se muestrearon 4 puntos: en la
entrada del tanque séptico, en la salida de la camara 1, salida de la camara 3y en la salida de
los FAFA’s; como se muestra en la figura 3.
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Figura 2. Puntos de muestreo del tanque séptico de los Apartamentos.
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Figura 3. Puntos de muestreo del sistema de tratamiento del Condominios.

En el sistema de tratamiento de la Casa fueron seleccionados 4 diferentes sitios para la
caracterizacion del agua residual, uno en la entrada del tanque séptico, otros dos en las salidas
de cada camara y por ultimo, en la salida del FAFA (figura 4).
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Figura 4. Puntos de muestreo del sistema de tratamiento de la Casa de Escazu.
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Resultados y Discusion

Aguas residuales de Apartamentos

La figura 5 muestra las variaciones de caudal a lo largo de un dia entre semana (25 de noviembre
2015) bajo condiciones normales de rutina de los habitantes. Se presentd un incremento en el
caudal entre las 6:45 a.m. y las 9:00 a.m. siendo la hora pico las 7:15 a.m., teniendo como
punto maximo un caudal de 0.07 L/s. Se presentd un leve incremento en horas del medio dig;
mientras en periodos entre la 1:00 p.m. y las 5:00 p.m. no hubo generacién de aguas residuales.
En este ultimo periodo los habitantes probablemente estuvieron en actividades que no implican
el uso del agua o estan fuera de la residencia y cuyo retorno ocurrié después de las 5:30 p.m.;
retomandose la produccion de aguas residuales la cual usualmente se extiende hasta las 11:30
p.m. Las actividades de lavanderia se registran en su mayoria, en horas de la noche ya que la
calidad del afluente presenta mayor cantidad de espuma o agua jabonosa.
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Figura 5. Produccion de aguas residuales en Apartamentos.

El caudal promedio fue de 0.014L/s con una desviacion estandar de 0.019 y que varian en un
rango entre un minimo de 0.000L/s y un méaximo de 0.070L/s. El pH del agua residual vari6
entre 6.66 y 7.28 con un promedio de 7.01 £0.24; las temperaturas se mantuvieron en un rango
entre 21.3 °C y 25.7 °C con un promedio de (24.0 + 1.0) °C. La figura 6 muestra la variacion
del contenido de DBO, en cada una de las etapas de un tanque séptico instalado en los
Apartamentos. Durante el periodo de estudio, el valor promedio de DBO, medido en la entrada
al tanque séptico fue de 451 mg de O,/L, mientras que el valor a la salida del tanque fue de
403 mg/L. Esta diferencia corresponde a un 10,7% de remocién de la materia organica. Por
otra parte, el contenido de DBO, a la salida del FAFA fue de 285 mg de O,/L. La reduccion de
materia organica dentro del FAFA correspondié a un 29,3% vy la disminucion total considerando
ambas etapas fue de un 36,9%.

En el caso de los SST, los niveles de remocién fueron mayores; el contenido promedio de SST a
la entrada del tanque fue 375 mg/L y a la salida del tanque fue de 152 mg/L, lo que representa
una remocion de un 59,6%. Los niveles de SST a la salida del FAFA fueron de 64 mg/L, que
corresponde a una disminucion de un 57,5% en esta etapa. Si se consideran ambos procesos,
entonces la reduccion total fue de un 82,8% (figura 7).
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Figura 6. Variacion del contenido de DBO, en cada etapa del tanque séptico.
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Figura 7. Variacion del contenido de SST en cada etapa del tanque séptico

En términos generales los parametros DBO, y SST de las aguas residuales son muy variables
y sensibles a los cambios de las actividades domésticas y no guardan relacion directa con la
hora del dia o el dia de muestreo (figuras 6y 7). A pesar de las fluctuaciones en la calidad del
agua residual, los parametros de pH y temperatura si muestran valores muy estables alrededor
de 7.01y 24.0 °C, respectivamente.
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Aguas residuales de Condominios

La figura 8 presenta el comportamiento de la produccioén de aguas residuales en el Condominios
a lo largo de un dia entre semana (10 de diciembre 2015) bajo condiciones normales de rutina
de los habitantes del Condominios. EI comportamiento es variable con valores mas altos
durante la mafhana mostrando los valores mayores entre las 8:30 a.m. y las 10:30 a.m.; por otra
parte, el caudal mas alto de 0.180 L/ s se registré a las 9:00 a.m. Durante el transcurso de la
tarde (de 1:30 p.m. hasta las 6:00 p.m.) se observaron caudales de entrada muy bajos; esto
debido a que la actividad de limpieza disminuyo y por lo general, son realizadas por un personal
externo durante las horas de la mafiana y hasta el mediodia. La mayoria de los habitantes de
cada apartamento regresa después de las 6:00 de la tarde y no se evidencid produccion de
aguas residuales a partir de las 7 pm.
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Figura 8. Produccién de aguas residuales en Condominios.

El caudal promedio obtenido fue de 0.097 L/s con una desviacion de 0.040 y varid entre un
rango minimo de 0.030 L/s hasta un maximo de 0.180 L/s. La temperatura del agua residual
oscildé en un rango entre 25.4°C y 27.2°C con un valor promedio de (26.0 £0.5), mientras que el
pH vario entre (6.80-7.50) con un promedio de (7.19 £0.25).

La figura 9 muestra las variaciones del DBO, medidas en cada etapa del sistema de tratamiento
instalado en los Condominios. El valor promedio de DBO, de entrada fue de 357 mg de O,/L y
a la salida del tanque séptico fue de 226, lo que representa una remocion de 36,5%. Por otra
parte, el valor promedio de salida del FAFA fue de 191 mg de O,/L, lo que corresponde a una
remocion de 15,7 en esta segunda etapa. Si se considera la remocion global desde la entrada
al tanque hasta la salida del FAFA, la remocion fue de 46,5%.

El caso de los SST en los condominios se muestra en la figura 10 donde el valor promedio de
entrada de SST fue de 450 mg/L y el de salida en el tanque fue de 88 mg/L, lo que representa
una remocion de un 80,6%. El valor promedio de salida del FAFA fue de 73 mg/L, lo que
corresponde a una remocion de un 16,6% si se considera el valor de ingreso dentro del FAFA.
Por otra parte, si evaluamos este valor de salida del FAFA con respecto al valor de entrada al
tanque, la remocioén correspondio a un 83,8%.
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Figura 9. Variacion del contenido de DBO, en cada etapa en el multifamiliar Condominios.
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Figura 10. Variacion del contenido de SST en cada etapa en el multifamiliar Condominios.

No se pudo establecer una relacion entre la concentracion de la DBO, y los SST ya que en
todos los muestreos el comportamiento de los resultados fue muy variable, tanto a lo largo del
dia como entre los dias de muestreo. Solamente los SST a las 2:00 p.m. tienen una desviacion
estandar baja mientras que para los demas resultados tanto en DBO, como en SST, existen
desviaciones estandar altas. En ambos parametros también puede observarse que los valores
maximos se alcanzan entre las 8:00 a.m. y las 10:00 a.m. y disminuyen en el transcurso del dia,
mostrando el punto mas bajo a las 2:00 p.m.
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Aguas residuales de Casa

La Casa se caracterizd por pasar desocupada la mayor parte del dia lo que imposibilitd llevar
a cabo un analisis de caudal en forma horaria. Por lo tanto, los muestreos realizados fueron
puntuales con una frecuencia mensual en las primeras horas de la mafiana las cuales fueron
las consideradas como las horas pico en la generacion de aguas residuales.

La temperatura para el agua residual vari6 entre 21.4 °C y 22.4 °C, con un promedio de 22.0°C
+0.6°C, mientras que el pH tuvo un rango entre 7.48 y 8.14 y un promedio de 7.76 + 0.34. La
figura 11 muestra las variaciones de DBO, en distintas etapas del tanque séptico instalado en la
Casa. El valor promedio de entrada fue de 1012 mg de O,/L y el de salida del tanque fue de 686,
lo que representa una remocion de un 32,2%. El valor promedio de salida del FAFA fue de 738
mg de O,/L. Si se compara este valor con el de salida del tanque, corresponde a una remocion
negativa indicando que este proceso fue ineficiente. Al comparar el valor promedio de entrada
al tanque con el de salida del FAFA se obtuvo una remocion de un 27,1%.
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Figura 11. Variacion del contenido de DBO, en cada del sistema de tratamiento en Casas.

El contenido promedio de SST a la entrada del tanque en la Casa fue 1009 mg/L y a la salida
del tanque fue de 72 mg/L, lo que representa una remocion de un 92,9%. Los niveles de SST a
la salida del FAFA fueron de 36 mg/L, que corresponde a una disminuciéon de un 50,0% en esta
etapa. Si se consideran ambos procesos, entonces la reduccion total fue de un 96,4% (figura
12).

La calidad del agua residual en Casa es muy cambiante en las concentraciones en los
parametros DBO, y SST ya que, al tener caudales de entrada tan pequenos, una descarga que
se haga puede marcar la diferencia [13].

En el caso de los valores de aguas residuales domésticas en Apartamentos y Condominios,
los parametros de pH, temperatura, DBO5 y SST se encuentran entre los rangos tedricos.
En el caso de la Casa el valor en las concentraciones de DBO, y de SST son mayores, dado
que el agua residual de entrada no se encuentra diluida, por recibir solamente aguas de los
inodoros; mientras que en los otros dos sitios, se encuentran mezcladas las aguas pardas con
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las aguas grises; provenientes de los diferentes usos de duchas, servicios sanitarios, lavadoras,
lavaplatos y otros generadores de aguas residuales. Ademas, el flujo de entrada al sistema de
la casa es menor comparado con los otros dos sistemas en estudio.
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Figura 12. Variacion del contenido de SST en cada etapa en la vivienda unifamiliar Casa.

Respecto a la temperatura, no se tiene un rango claramente establecido para las aguas
residuales, ya que éste varia segun la temperatura ambiente de cada lugar. Los resultados
obtenidos para todos los sistemas de tratamiento son similares, y se acoplan a temperaturas
de la zona en la que estan ubicados; donde segun el Instituto Meteoroldégico Nacional, la
temperatura ambiente promedio anual es de 20.8°C en la zona de Escazu. Las temperaturas del
agua residual obtenidas son propias de afluentes en paises tropicales las cuales tienen ventajas
en el funcionamiento por su estabilidad climatica, lo cual permite un crecimiento y proliferacion
estable de la vida microbiana; facilitando el proceso de las reacciones quimicas y manteniendo
normales las velocidades de reaccion [8]. Los valores de pH son igualmente beneficiosos para
el desarrollo de los procesos bioldgicos; por lo que no requieren ningun tipo de mecanismo de
neutralizacion de pH para desempefiar adecuadamente la depuracion de aguas residuales por
parte de los microorganismos [14].

Al considerar todos los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos evaluados, se puede
confirmarse la teorfa de Méndez et al. [13], donde se menciona que la calidad de agua residual
de una sistema de tratamiento individual en aguas domésticas es muy variante respecto al
tiempo, por presentar caudales pequefos los cuales cambian también horariamente y segun al
uso del agua dentro de los hogares, en particular para viviendas unifamiliares o multifamiliares
de pocas unidades de vivienda, donde no hay amortiguaciéon o regulacion de las cargas.

Evaluacion de los sistemas tanque séptico-y filtro anaerobio

En el lugar Apartamentos, tanto los SST como la DBO5 tienden a disminuir después de cada
etapa de tratamiento, aunque el valor de la variable a la salida no es un valor constante pues
parece estar asociada a cambios en carga contaminante de entrada, variaciones en los caudales
y los tiempos de retencion de la masa de agua en funcién del tiempo. En términos de SST, hay
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una disminucion notable en el tanque séptico y menos marcada en el FAFA, lo cual destaca la
labor efectuada por el tanque séptico en la remocién de los SST. Caso contrario ocurre con la
DBO, ya que se da una baja remocion en el tanque séptico mientras que es mas significativa
en el FAFA. Por otra parte, el sistema se encuentra limitado debido a las altas concentraciones
de DBO, y no genera efluentes que cumplan la normatividad de Costa Rica que es 50 mg/L
tanto para DBO, como SST, en el caso de que estos efluentes sean descargados a un cuerpo
receptor.

En el caso de Condominios, la principal remocion de SST se da en la camara 1 haciéndose
menos notoria en el paso de cada una de las camaras. La remocion en el DBO, fue notoria en
la camara 1 aungue menor a la salida de la camara 3, siguiendo con una remocion después del
paso por el FAFA. En este sistema, la mayor reduccion de DBO, se llevo a cabo en la camara 1
del tanque séptico. CEPIS [9] menciona que la compartimentalizacion de los tanques sépticos
se favorece que en el primer compartimento se dé una mayor sedimentacion y digestion de las
particulas del agua residual.

Con respecto al desempefio del sistema en Casa, tanto las concentraciones de SST como de
DBO, disminuyen conforme van avanzando en el proceso presentando las diferencias mas
notorias en la primera camara. Para ambos parametros, no hay una baja significativa entre el
efluente del tanque séptico y la salida del FAFA.

En general, se observé una remocion de la carga de SST y DBO, en cada fase del tratamiento,
siendo esta mas notoria en la primera camara del tanque séptico, debido a los procesos
fisicos y biolégicos, propios de esta unidad, que propician tiempos de retenciéon hidraulicos
mayores para la sedimentacion de los sélidos y el consumo de la materia organica por parte
de los microorganismos [8]. En el tanque séptico se da una remocion significativa de SST y en
menor escala de DBO,, mientras en el FAFA la remocion de SST es mas baja ya que el material
particulado en su afluente es menor, propiciandose la remocion de DBO, por la densidad
microbiana que se da en la biopelicula formada en el lecho filtrante [10].

La variacion de los caudales asociados a los diferentes usos del agua y dinamicas de los
habitantes, afectan los tiempos de retencion, teniendo en cuenta que hay masas de agua que
se someten a largos tiempos de residencia dado los periodos donde no hay produccién de
aguas residuales como las tardes o las noches o tiempos de retencion mas cortos asociados
a los picos de caudal como los que se presentan en la hora de la mafiana o el medio dia [13].

Conclusiones

En los sitios evaluados, los parametros DBO, y SST, indicadores de calidad de agua residual
doméstica en viviendas unifamilares o multifamiliares con poca cantidad de unidades de
vivienda, son muy fluctuantes en relacion con la hora del dia muestreado, asi como el dia de
monitoreo. Se presentaron rangos amplios en sus comportamientos y desviaciones altas, lo cual
esta asociado con los diferentes caudales producidos como consecuencia de los diferentes usos
y précticas del agua que se dan en los hogares. Por lo tanto, no se puedo definir una tendencia
de comportamiento segun la hora del dia; sin embargo, los parametros pH y temperatura son
muy estables, tanto a lo largo del dia como en los diferentes dias.

Variaciones en las actividades domeésticas en el tiempo generan a su vez, variaciones en los
caudales y las calidades de aguas residuales. Dependiendo de la hora del dia, se observan
aguas residuales con caracteristicas de variable carga tanto en DBO, como SST.

La evaluacion fisicoquimica y bioldgica, indica que los sistemas compuestos por tanques
sépticos son muy sensibles y dependientes de las concentraciones de contaminantes en la
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entrada y los tiempos de retencion variables que se presentan, las cuales van a estar asociados
a las variaciones horarias; por lo cual no se puede definir adecuadamente porcentajes de
eficiencia en la remocion de las cargas contaminantes.

El pH a lo largo del tren de tratamiento es muy estable, con una leve tendencia a la baja,
debido a la digestion anaerobia de materia organica y por ende la produccion de acidos grasos
volatiles, generados por los microorganismos del tanque séptico y el filtro anaerobio de flujo
ascendente.

En el sistema de tratamiento de Apartamentos, el cual es un sistema integrado sin
compartimentos; se obtiene que la mayor remocion de soélidos suspendidos totales se da en el
tanque séptico, mientras que la mayor remocion de DBO, tiene lugar al FAFA que actia como
tratamiento secundario.

En los sistemas de tratamiento compartamentalizados usados en Condominios y Casa, presenta
la mayor remocion de SST y DBO, en la primera camara. En general, se presenta la disminucion
de los valores de estos parametros conforme el flujo de agua avanza a lo largo del sistema,
desde la entrada del tanque séptico hasta la salida del filtro anaerobio de flujo ascendente.

La acumulacion de lodos se valoré en dos periodos mensuales diferentes, obteniendo resultados
muy diferentes tanto en los diferentes compartimentos como a lo largo del tiempo; por lo que
se concluye que la cantidad y calidad del lodo es variable a través del tiempo y dependiendo
ademas de la calidad de uso del agua. Practicas como la colocacion del papel higiénico en el
sanitario, genera un incremento notable en la produccion de lodos.
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Abstract

In recent years space-science and exploration have become more accessible due to the
popularization of the concept of CubeSats. CubeSats are being used as a result of their
convenient size and weight requirements, allowing for target missions to be designed, developed,
and launched with a significant reduction of costs compared to traditional space missions.
Furthermore, the development of target missions has become more intricate, forcing a shift in
the traditional notion of using a centralized control architecture to a distributed architecture.
A distributed architecture tackles the problem of a possible functionality loss over the control
unit. This paper describes the extension of capabilities of the Multi-Agent Systems Framework
for Embedded Systems (MAES). This extension provides MAES framework with the ability to
perform inter-platform communication, so now the control unit architecture can be broadened
allowing agents from different platforms to interact and perform cooperatively different routines
designed by the developer, so it is not limited to the capabilities of just one platform. Moreover,
this paper shows the results of the experimental setup showing the precision of inter-platform
message exchange and the relationship between the delay of the exchange of inter-platform
messages and the number of agents that are simultaneously running on each platform.
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Resumen

En los ultimos afios, la ciencia espacial y la exploracion se han vuelto mas accesibles debido
a la popularizacion del concepto de CubeSats. Los CubeSats se esta utilizando debido a
Sus convenientes requisitos de tamafio y peso, lo que permite que misiones especificas se
disefien, desarrollen y lancen con una reduccion significativa de los costos en comparacion
con las misiones espaciales tradicionales. Ademas, el desarrollo de misiones especificas se
ha vuelto mas complejo, forzando un cambio en la nocién tradicional de usar una arquitectura
de control centralizada para una arquitectura distribuida. Una arquitectura distribuida resuelve
el problema de una posible pérdida de funcionalidad en la unidad de control. Este documento
describe la extension de las capacidades del framework de sistemas multiagentes para
sistemas embebidos (MAES). Esta extension proporciona al framework MAES la capacidad de
realizar comunicaciones entre plataformas, de modo que ahora la arquitectura de la unidad
de control puede ampliarse, permitiendo a los agentes de diferentes plataformas interactuar y
realizar de forma cooperativa diferentes rutinas disefiadas por el desarrollador, por lo que no
se esta limitado a las capacidades de solo una plataforma. Asimismo, este documento muestra
los resultados de la configuracion experimental que muestra la precision del intercambio de
mensajes entre plataformas y la relacion entre el retraso del intercambio de mensajes entre
plataformas y la cantidad de agentes que se ejecutan simultaneamente en cada plataforma.



‘ Tecnologia en Marcha,
64| IM vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020

Introduction

Space science and exploration have become more accessible in recent years due to the
popularization of the concept of CubeSats. Twenty years ago, CubeSats were developed as
a concept model that intended to involve universities to participate in space missions [1]. It
rapidly caught the attention of researchers, space agencies, governments, and companies
because of the specifics on size and weight requirements meant that targeted missions could
be designed, developed and launched with a significant reduction of costs. The development
of more intricate target missions has forced a shift in the traditional notion of using a centralized
control architecture to an architecture that is distributed since once the CubeSat is launched
there is no way of providing maintenance to it. Hence, if the control unit is affected, then the
entire system may lose functionality. One of the ways the space industry has been doing this
shift is using multi-agent systems.

A Multi-Agent System (MAS) can be defined as a dynamic distributed system that envelops
autonomous agents/nodes, who cohabit inside a society where they can work individually on a
specific task, or they can interact with others and work together towards achieving a common
goal [2]. The architecture of MAS is modular, making it scalable, therefore allowing agents to be
linearly aggregated. The system as a whole is robust since the architecture allows the system to
tolerate failures of one or more agents, as the responsibilities and control are shared between
the agents. [3]

According to Coulouris et al. [4], the advantages of adopting a distributed architecture are given
by the capacity of concurrency program executions, no need of centralized control, scalability,
and independent failure, meaning that if a component of the system fails the other ones can still
run independently, and they may never notice that another component has failed. As a result, the
Multi-Agent Systems Framework for Embedded Systems (MAES) was developed to provide the
developer with a tool to implement real-time MAS based applications in embedded environments.
This capability is something that the market was lacking, especially for the development of real-
time applications in the space industry using distributed architectures.

The design and implementation of the MAES framework were carried out by Chan-Zheng et al.
[5]. The development started as a result of the need in the science community to have a tool
that fills the gap between real-time operating systems and multi-agent systems used for satellite
applications. Since MAES is still in the initial stage of development, for it to be released and used
by developers in the design of future satellite applications the guidelines given by the Foundation
for Intelligent Physical Agents (FIPA) are used. FIPA is a foundation that advocates for the
standardization of distributed agent-based applications and services through collaboration with
international companies, universities, and the IEEE Computer Society [6] [7].

MAES framework conveniently reduces the time and effort of developers to implement a MAS
application because it already implements the services and the primitive communication
structure with the intra-platform agents for a highly constraint embedded platform. This paper
focuses on the description of the upgrade done to the MAES framework in order to allow for inter-
platform communication. Thus, the control unit architecture can be enhanced to allow agents
from different platforms to interact and perform cooperatively different routines designed by the
developer, so it is not limited to the capabilities of just one platform.

The current state of MAES framework development so far complies with some FIPA specifications,
which are the minimum requirements for intra-platform operation (see table 1).

One of the purposes of this work is to add more capabilities to MAES’s framework so it can allow
communication between an assortment of platforms, all running MAES in a given communication

topology.
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Table 1. Current minimum FIPA specifications implemented on MAES

FIPA component

Agent

Agent Platform

Agent Management Service

Message Transport Service (Intra-platform)

The outline of the paper is as follows. First the article describes the design of the inter-platform
design, extending on the communication protocol selection, message strategy selection,
and its implementation. Then is described the verification of the operation of inter-platform
communication as to observe the implementation’s operation. Finally, it draws the main
conclusions and discusses future work developments.

Inter-Platform Protocol Design

This Section presents the design choices for the communication protocol, following the FIPA
guidelines for Multi-Agent Systems, which addresses the question: “What is the most efficient
architecture that best manages the resources for communication applications in multi-platform
systems running MAES?”

Communication Protocol Selection.

The communication protocol chosen for the implementation of the inter-platform message
transport service of MAES is I°C (Inter-Integrated Circuit) because of its usage in previous
research related to Cubesats design for the communication between the on-board computer
(OBC) and peripheral devices [8] [9]. The small footprint and other advantages of I2C have
contributed to its popularity that, in turn, has driven most microcontroller manufacturers to
include 1°C among the standard BUS interfaces provided [10].

Message Routing Strategy.

In order to extend the communication of agents and give them the ability to communicate
between agents outside its platform, the inter-platform messages shall act in compliance with
the FIPA specifications. FIPA specifications do not explicitly specify what protocol must be used
when inter-platform communication is intended. FIPA specifications mention only how the packet
must be composed in term of its contents.

In an abstract form, the message can be expressed in two parts: message envelope and
message payload. The message envelope comprises a collection of parameters expressed as a
key-value tuple (name/value pair). The envelope must contain at least the to-from, date, and acl

representation. The message payload embodies the encoded Agent Communication Language
(ACL) message. Therefore, this paper describes the design choices of a static approach.

The static approach begins with the assumption that the sender agent knows to whom it wants
to communicate with, much as in other types of communication systems, the recipient is always
known, the only thing that both approaches handle is how they deliver the messages. The
message packet is comprised by the header (Sender I1°C address, Receiver 12C address, and
message type) and the payload (Sender AID, Receiver AID, message type and content).
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Static Approach

The static approach works as follows. At start-up, each platform knows the other platforms’ ID,
which then correlates to their 12C addresses, so all platforms have the information of each other
before any message exchange is done. Afterward, when the sender agent sends a message to a
receiver agent, the local Message Transport System (MTS) has first to check if the receiver agent
is local. If it is, it proceeds as it is already implemented by MAES Framework on the contrary
when the receiver agent is not registered to the same platform as the sender agent the next step
is to search by the agents’ AID. The agent AID is a concatenation of the platform’s ID and its ID.
So, when the search is done in the table previously shared, the MTS takes from the agent AID,
the portion of the platform’s ID and determines the 12C address of the platform. That enables
the MTS to compose the data message’s header and the payload (Packet), which is sent to the
platform where the receiver agent is registered.

When the message is received at the destination platform, the MTS looks in the payload for the
receiver’s agent AID and confirms that the agent is registered to the Agent Management Service
(AMS). So, if the case occurs where the agent is de-registered (killed) from its AMS, the receiver
platform will send a NON-UNDERSTOOD message to the sender agent, and that packet is
discarded.

The static approach fits best into the CubeSat environment because the setting is contained
enough to consider it a small network. The advantage of using the static approach is that it
demands less CPU/Memory overhead for storing each foreign agent’s AID and corresponding
12C address of the platform it belongs to and does not add processing time for the inquire of the
foreign agent’s location. Furthermore, there is no bandwidth overhead because updates are not
shared between the platforms, thus providing more control over the traffic that is routed.

Inter-platform Communication Implementation

The hardware that was used for the experimental set-up is the MSP432P401R SimpleLink
Microcontroller LaunchPad, which uses Texas Instruments proprietary real-time operating
system called T/ RTOS SYS/BIOS. In such operating system applications are organized by a
collection of threads, meaning that each application’s function is encapsulated in a stream of
instructions that are executed by the processor. The real-time operating system supports four
different types of threads: Hardware interrupts (Hwi), Software interrupts (Swi), tasks, and the
idle thread. MAES Framework architecture is based on tasks, as each task have its stack, apart
from Hwi and Swi that share the same stack (system stack). This mechanism allows the task to
take over a resource, and it makes other tasks wait for the release of the resource (block). Tasks
are executed based on their priority level. There are 16 priority levels where level O is the lowest
priority, and 15 corresponds to the highest priority, while level -1 means that the task is inactive.
The priority level is defined by the developer; thus, it gives the developer the flexibility to decide
how the tasks are executed.

As discussed before, MAES’ framework architecture is based on tasks, meaning that each agent
is equivalent to a single task within the framework. Therefore, the agent that has the highest
priority is the one who is going to be running first and can request actions to another agent.

Each interaction between agents is done through the exchange of messages. TI-RTOS has a
set of modules that allow tasks to communicate with each other, which are: queues, events,
semaphores, and mailboxes. MAES Framework MTS is mapped to the usage of mailboxes; each
agent has its mailbox, so, for example, a sender agent can signal when a message is posted
to the receiver agent (notifies of an incoming message), for which the receiver agent’s mailbox
prepares to receive the data from the sender.
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Agent Platform and Agent message classes extension

The base version of the MAES Framework contains four main classes: Agent class, Agent
Message class, Agent Platform class, and Behaviour-related classes, as described by Chang-
Zheng [5]. Thus, in order to bring out the capabilities of inter-platform agent communication, this
section describes the extension of the Agent Message and Agent Platform classes, and it adds
the Communication class to the already existing MAES library.

The extension of the Agent Platform class includes the methods needed to add the Agent
Communication Channel (ACC). The ACC is the service on MAS who is in charge of determining
if the messages are local or they need to be encapsulated into the payload of the ACL message
to be delivered to a different platform (figure 1). The ACC is where the foreign messages arrive
at the platform and where they are de-capsulated to be forwarded to the receiver agent.

| Agent | | AMS Agent |

v v

| Message Transport Service (Mailbox Service) |
A
Y
| Agent Communication Channel |
A

MAES Agent Platform
12C Packet
A

| Agent Communication Channel |

¢

| Message Transport Service (Mailbox Service) |
\ A

| Agent | | AMS Agent |

MAES Agent Platform

Figure 1. Block description of the communication method used for MAES inter-platform communication.

On MAES the ACC is mapped as the I1°C Master, Slave, and Postman agents, see figure 2. These
new agents are all initialized like a regular agent when each method runs it creates its unique
task and handle (Agent_AID) and its corresponding mailbox and mailbox handle. Besides,
when the intent is to use the inter-platform communication, the developer must know that for this
case the agent priority allocation of MAES changes, which means is that the 1°C Slave agent
now becomes the agent with the highest priority. As a result, the incoming messages from the
other platforms are addressed as soon as possible, since they are considered as an external
interruption that must take precedence over local message addressing. Then, the I°C Slave’s
“Postman,” who is the agent that oversees the unpacking of the packets received by the 1°C
Slave, becomes the agent with the second-highest priority. Next, the 1°C Master agent, who is
the agent that proceeds with the encapsulation of the message contents into the 12C Packet,
gets the third-highest priority as a result of the possible immediate need to send a response
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to an external message that arrived from a foreign agent. Lastly, the AMS agent becomes the
agent with the fourth highest priority. The remaining local agents that are created follow the
already established priority description from the base MAES Framework, which is defined by the
developer.

Agent Communication Channel

12C Slave Agent

v

12C Master Agent Postman Agent

A A

Message Transpot Service

Figure 2. Block description of the Agent Communication Channel

Regarding the Agent Message class, the extension takes advantage of the polymorphism of the
functions, which allows for a member function to act differently according to the type of object
that invokes it. This property is used for the send function (see figure 3), where depending on the
intended recipient, the message is addressed to either the local agent or to a foreign agent, the
distinction lies in how the receiver agent is called. That is an important distinction because when
an agent is registered to a platform and therefore becomes a member of the platform’s AMS, the
agent is given a unique name inside the platform it belongs. That is called the Agent_ID, and
it is the name by which the other local agents refer to when they choose to send a message to
it. Concerning the inter-platform communication, each agent has what can be called an “Alias”
by which agents from different platforms can refer to it. The agent’s “Alias” is an unsigned
16-bit integer (uint16_t), that concatenates the eight most significant bits (MSB), the number of
the Platform’s (uint8_t) identifier, and the eight least significant bits (LSB) the agent’s (uint8_t)
identifier. The agent identifier is a unique integer from 1 to 62 defined by the developer. This
range is a convention defined by the MAES framework, in which the maximum agents a platform
can host is 62.

Each Agent Alias represents the global name by which the agent is referred to inside the whole
MAES Framework. That means that even if the agent’s identifier is the same on more than one
platform, there will not be a conflict of Aliases because the identification of the platform ID is the
distinction between the Aliases. Also, it is not possible that inside a platform there is more than
one agent with the same agent identifier because during compilation an error will be prompted
to the user warning that the agent identifier is already being used.

class Agent_Msg {
public:
ERROR_CODE send(Agent_AID aid_receiver,int timeout);//LOCAL
ERROR_CODE send(uintl6_t receiver_name,int timeout);//INTER-PLATFORM

Figure 3. Snippet of class Agent_Msg regarding the send function.
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Now, both send functions construct the ACL message with the message parameters: sender,
receiver, performative, and content and post the message to the mailbox of the intended
recipient. So, what happens when the intended recipient belongs to another platform? Which
mailbox does the message is posted? The answer is that the ACL message is posted into the
12C Master’s mailbox, which is the agent that takes the recently posted ACL message (which is
now considered the payload) and adds the envelope that contains the parameters: to-from and
acl-message, which is described more in detail in the next subsection.

Agent Communication Channel Class

The Communication class encases the usage of the I2C protocol, where each platform can act as
an |1°C Master when a local agent chooses to send a message to a foreign agent, or act as Slave
when an incoming message arrives with the destination of a local agent. The Master and Slave
each have their task (each of them is an individual agent) and consequently their stack allowing
for incoming and outgoing messages to be allocated in different queues. Therefore, there are no
conflicts on the utilization of the I1°C channel, which means that the Master and Slave each use
one out of the four MSP432P401R Launchpad modules.

After a message about the intention of a local agent to communicate with a foreign agent is
posted in the 12C Master’'s mailbox. The 12C Master agent receives the message and proceeds
with the encapsulation of the contents into the 1°C Packet. The ACL message with the sender
Alias, receiver Alias, performative, and content are added to the payload structure of the packet.
Finally, the Platform receiver address and, Platform sender address are placed in the header
structure of the packet, as shown in figure 4.

12C Packet

Header ACL Message

] et

Platform Platform Sender Receiver
Receiver Sender Alias Allgs Performative Content
Address Address

Figure 4. I°C Packet encapsulation of the inter-platform message exchange

The 12C Master determines the Platform receiver address looking at the receiver Alias field and
correlates the MSB 8bits of the agent’s (uint16t) Alias with the table of I°C platform addresses
that are already registered at start-up. When the 8_bit I°C address is determined, it is placed in
the Platform receiver address field. The Platform sender address parameter is filled by copying
the local platform’s I1°C address.

The 12C packet refers to a uint8 variable that encapsulates the header and the ACL message,
that is passed by value to the 1°C Master driver API, where a parameter is a uint8 variable
previously mentioned. Other filled parameters are the 8_bit I1°C receiver address, the packet size
and the intention of writing information to the 12C Slave of the receiver platform.
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During the reception process, the 12C Slave agent receives the 1°C packet and forwards it to the
“Postman,” who first checks the receiver Alias field and compares the 8 MSB with the platform’s
ID to determine that the message is intended for the said platform. Then, the 8 LSB of the receiver
Alias are compared to find the match. The “Postman” does an inquiry to the platform’s AMS using
the receiver Alias and asks for the Agent’s_AID. Once the “Postman” has the Agent's_AID, it
proceeds to post the ACL message to the newfound local agent’s mailbox. After the local agent
receives the message, it proceeds with the instructions given by the performative and content of
the ACL message that was already defined by MAES intra-platform methods. In case there is no
correspondence between the platform address or the agent “Alias,” the “Postman” constructs an
12C packet with a message reply to the sender Alias with the performative NOT_UNDERSTOOD.

Multi-Agent System Inter-Platform Communication Implementation and Testing

This section is devoted to the operating performance of the inter-platform communication. For
these experiments, three applications are used to show the verification of the inter-platform
communication protocol execution, the precision of the message round trip time and the relation
between the delay and the number of agents accessing simultaneously to the 12C bus.

Hardware Setup

The hardware setup used to perform measurements is described in what follows. The Launchpad
used is the Texas Instruments MSP432P401R SimpleLink Microcontroller LaunchPad, who
features 64KB RAM, 256KB Flash memory, a low power ARM 32-bit Cortex-M4F microcontroller
(MCU), up to 48 MHz system clock. Additionally, it has an onboard probe for programming and
debugging, two buttons and two LEDs for user interaction, backchannel UART through USB to
PC, lastly four 12C modules and up to eight SPI modules. [11]

In order to carry out the measurements to verify the behavior of the implementation, two
MSP432P401R Launchpads were used. They were connected between each other using the
pinout described in table 2 for the 12C Master and Slave connection. That is because of the need
to use two libraries (I2CMaster.h and 12CSlave.h) from Texas Instruments that run with the Real-
Time Operating System (RTOS). Here, the bitrate is 100 kb/s, and the value of the two pull-up
resistors is 10 kQ), with a voltage supplied of V_=3.3 V.

Table 2. Pin set-up for one Launchpad

Master Pins Pull-up resistor Slave pins
UCB1SDA (P6.5) 10 kQ UCBOSDA (P1.6)
UCB1SCL (P6.4) 10 kQ UCBOSCL (P1.7)

GND NONE GND

Inter-platform communication protocol verification

This experiment aims at verifying the implementation of the inter-platform communication
protocol. The scenario consists of having an agent from one Launchpad send a message to
a foreign agent from another Launchpad and expect an answer from the foreign agent. All
measurements are performed using the Texas Instruments proprietary Code Composer Studio
(CCS) version 8.2.0.00007 and the RTOS Analyzer’s Execution Analysis tool, to examine how the
agents execute and interact within the MAES Framework.
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Therefore, two MSP432P401R Launchpads were connected with each other, and the MAES
Framework updated library was installed on both of them. In this scenario, the size of the
mailboxes for the 12C Master and I12C Slave is of 3 messages each, and both Launchpads allocate
a total of 5 agents that are listed in table 3 for Launchpad 1 and in table 4 for Launchpad 2.

Table 3. Agents on Launchpad 1.

[2C Slave_Task 15
Postman_Task 14
|°C Master_Task 13
AMS_Task 12
Write_Task 1

Table 4. Agents on Launchpad 2.

[2C Slave_Task 15
Postman_Task 14
[2C Master_Task 13
AMS_Task 12
Read_Task 1

All measurements were executed using launchpad 1 as reference considering it houses agent
“Write” Therefore, the results reported below correspond to Launchpad 1’s viewpoint. First, upon
start-up, all the agents are initialized before they can perform any of their tasks. The initialization
process takes place in compliance with the design of the MAES framework, which first sets up
sequentially the agents from the highest to the lowest priority. This is shown in figure 5, where
the 12C Slave, the Postman, and the 12C Master agents are the ones that initialize first. These are
followed by the AMS agent, who then allows agent “Write” to initialize to be ready for operation
and, immediately after the agent “Write” sends a message with the performative: REQUEST to
agent “Read” located on Launchpad 2.

As expected, right after the initialization of all the agents, agent “Write” takes over the execution
and composes the ACL message with the performative: REQUEST, sender, receiver and content
and posts the message to the 1°C Master’s mailbox, as is shown on mark 1 from figure 6. Mark 2
shows the 12C Master preempting agent “write” to receive the message from its mailbox, compose
the packet with the header and payload (ACL message) and, initializing the 12C channel after it
returns execution to agent “write”(mark 3) for it to terminate the routine of message composition
and sending. Marks 4 & 5 show the I°C Master agent sending the message through the 1°C bus
to Launchpad 2.

Finally, the “idle loop” task, which is part of the TI RTOS, runs when no other task is scheduled
to run. For the case shown in figure 7 it runs because it is waiting for the arrival answer message
from Launchpad’s agent “Read” (mark 1) after mark 2 shows how the I°C Slave executes when
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it has received the answer message from Launchpad 2. On mark 3, the Postman takes over
execution, where the header of the packet gets read, and the Postman determines that the
message is intended for agent “Write” who is registered to the platform’s AMS, so it posts
the packet’s payload (ACL message) to agent “Write’s” mailbox. Mark 4 shows agent “Write”
executing, meaning it receives the confirmation message from agent “Read” thus marking the
end of the send/receive cycle. Afterwards, the cycle starts again for the next message.

* -CORTEX_M4_0.*0S
Task. AMS _task()@200007c0
Task.l2CMaster_task()@200003f0
Task.12CSlave_task()@20000610
Task.Postman_task()@20000500
Task.ti_sysbios_knl_ldle_loop_E)@2000k
Task.write()@200002e0
{BIOS Scheduler}

Source

1,840 1,940 2,040 2,140 2,240 2,340
Time (us)

Figure 5. Agent Initialization on Launchpad 1.

“ -CORTEX_M4_0.*0OS

Task.AMS _task()@200007c0
Task.I2CMaster_task()@200003f0
Task.12CSlave_task()@20000610
Task.Postman_task()@20000500
Task.ti_sysbios_knl_ldle_loop_ EQ@2000H
Task.write()@200002e0 —=
{BIOS Scheduler}

source

(G — ) — ) — ) ®

2,180 2,380 2,580 2,780 2,980 3,180 3,380
Time (us)

Figure 6. Message trace of a sent message on Launchpad 1.

“ SCORTEX_M4_0.*OS
Task.AMS_task()@200007c0
Task.l2CMaster_task()@200003f0
Task.12CSlave_task()@20000610
Task.Postman_task()@20000500
Task.ti_sysbios_knl_ldle_loop__E()@2000 Hum—
Task.write()@200002e0
{BIOS Scheduler}

source

ONOROMO

10,260 10,460 10,660 10,860 11,060 11,260

T T T

Figure 7. Message trace of a received message on Launchpad 1.
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Precision of the Inter-platform communication protocol

This experiment is intended to determine the precision of the 1°C bus and MAES Framework
while transmitting and receiving inter-platform messages. The scenario is the same as the one
described before. A sample of 300 messages was collected, where the time that is taken by
agent “Write” to send the request message and to receive the answer from agent “Read” was
measured. Figure 8 shows the histogram obtained from measuring the round-trip time (RTT). It
can be observed that the probability of having an RTT between 5.82 ms and 5.84 is around 45%,
which can be considered as the minimum time an agent has to wait for a response after sending
a message to a foreign agent when the 12C bus is working with perfect conditions.

Std Deviation -- 5.03e-05
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Round Trip Time (RTT) [s] %1073

Figure 8. Histogram showing the round-trip time of 300 samples sent from Launchpad 1 to Launchpad 2.

Relationship between the number of agents and the delay

The purpose of this experiment is to determine the effect on the round-trip time on an agent when
the number of agents transmitting at the same time on the 12C bus increases. To obtain the results,
the same setup, was used. This time the number of agents on each Launchpad was increased
simultaneously, first starting with one agent (agent “Write” on Launchpad 1 and agent “Read” on
Launchpad 2) until reaching 14 agents operating on each Launchpad, counting for a total of 14
trails. On each trial, all agents were triggered to start sending a message with the performative:
REQUEST at the same time, thus measuring the round-trip time for an agent “Write.” A number
of 300 samples were considered for each trial. The measurements are taken from Launchpad
1’s viewpoint. Figure 9 shows a Box Plot, where it can be observed that the precision of the
samples holds independently of the number of agents running on the Launchpad, as seen
before. Moreover, the Box Plot shows that when the number of agents accessing simultaneously
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the 12C bus increases, the round-trip time for the agent “Write” increases as well. This result
indicates that the relationship between the number of agents on a Launchpad and the delay
increases linearly.

This linear relationship resembles the results obtained for an analysis conducted to characterize
the bus performance of satellite missions. In this case, CAN bus was used as the communication
channel between the attitude and orbit control subsystem (AOCS), that is based on a multi-agent
system application, and a distributed architecture of sensors. According to Carvajal-Godinez
[12], the results show that the bus utilization increases linearly, in the function of the number
of nodes in the network as long as the bus saturation is not reached. For MAES Framework
maximum capacity of the I°C was not reached because the Launchpad ran out of RAM. That
forced the experiment to be stopped at 14 agents. However, both results coincide on the fact
that for Multi-Agent based systems, the delay of the messages hold a linear relationship with
the number of agents/nodes for 1°C and CAN buses, as long as the buses are not working at
maximum capacity.

0.045 F 7 T T T T T T T T T T T T 4

0.04 == 7

0.035 - .

0.03 - 4

0.025 | - 7

0.02 7

Round trip time [s]

0.015 | == .
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0.005 - ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Figure 9. Box Plot of the round-trip time of agent “Write” vs. the number of agents running

Conclusions and Future Work

This paper reports the design of a communication architecture that allows platforms, which are
running Multi-Agent framework for Embedded Systems (MAES), the ability for their local agents
to communicate with foreign agents thus extending the distributed control architecture that
serves as a tool for developers to design embedded real-time applications for future CubeSat
target missions.
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It was determined that 12C fits the design requirements for the implementation of inter-platform
communication using MAES framework because of its scalability, ability to arbitrate messages,
and its low implementation complexity.

A static message routing strategy was selected for the implementation because the CubeSat
setting is contained enough not to demand a complex execution in order to handle inter-platform
messages.

The extension of MAES capabilities framework was done by adding the Agent Communication
Channel (ACC), who is the service on MAS that is in charge of determining if the messages are
local or need them to be encapsulated into the payload of the ACL message and deliver them
to a different platform. FIPA's ACC is mapped as the 12C Master, Slave and Postman agents. The
experiments show that the round-trip time of a message is below 5.84 ms in around 50% of the
cases when there is no congestion. Further experiments show that the relationship between the
delay of the exchange of inter-platform messages increases linearly with the number of agents
that are simultaneously exchanging messages on the 1°C bus while saturation is not reached.

The inter-platform communication protocol gives the MAES framework extended capacities to
perform inter-platform communication. Thus, the control unit architecture can be broadened,
allowing agents from different platforms to interact and perform cooperatively routines designed
by the developer, so it is not limited to the capabilities of just one platform.

Future work should consider the integration of mobility capabilities into MAES framework, which
allows agents to move between platforms promoting a flexible inter-operability to the framework,
so it can be arranged as it finds most convenient. Likewise, in future work, there can be an
extension of the Communication Class to allow wireless communication technologies to be the
channel between platforms. That could give the developer the ability to design its application
with more flexibility. Also, the addition of Wireless Communication can provide redundancy
based on a unique technology to the inter-platform communication, thus increasing the reliability
of MAES Framework.
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Resumen

El desarrollo tecnolégico de los vehiculos aéreos no tripulados, VANT s da acceso a nuevas
aplicaciones en multiples campos de la ciencia y la ingenieria. El uso de sensores remotos,
el analisis satelital, la medicion de datos en el sitio han sido las principales herramientas
empleadas para la monitorizacion y el estudio de los recursos naturales. Los VANT s son una
tecnologia de bajo costo capaz de recolectar informacion de manera rapida y precisa, con alta
resolucion espacial. El objetivo del presente trabajo fue realizar una revision de las caracteristicas
principales y las aplicaciones de los vehiculos aéreos no tripulados en el manejo de los recursos
naturales, principalmente en la region latinoamericana. En este trabajo se describen los tipos de
drones existentes, sus ventajas, desventajas y los diferentes tipos de sensores que se pueden
adaptar. Ademas, se revisaron trabajos sobre VANTS realizados en Brasil, Perd y Colombia
como una gufa para América Latina. Se muestra una serie de posibles arreglos entre VANTS y
sensores remotos. Proximamente, estos arreglos tendran un amplio potencial de incrementar la
eficiencia de adquisicion de datos, incrementando su aplicabilidad en el campo del estudio de
los recursos naturales. El futuro del uso de este tipo de tecnologias parece apuntar a una mayor
automatizacion en la captura de datos, mejoras en el rendimiento de los tiempos de vuelo y
sistemas automatizados con algoritmos complejos capaces de ofrecer informacién en tiempo
real.

Keywords

Drones; multiespectral sensors; LatinAmerica; natural resources.

Abstract

The technological development of unmanned aerial vehicles (UAVs) has giving access to
emerging applications in both fields of science and engineering. Using remote sensors,
satellite analysis, on-site data collection, have been key tools so far for the monitoring of natural
resources. UAVs is a cost-effective technology that can collect information quickly and accurately
with high spatial resolution. The objective of this work was to review the main characteristics and
applications of unmanned aerial vehicles in the management of natural resources with a focus
on the Latin American region. This work describes types of existing drones, their advantages,
disadvantages and the different types of sensors they can merge. Further, works from Brazil, Peru,
and Colombia carried out on this subject were revisited as a guide for Latin America. A series of
possible arrangements between UAVs and remote sensors is shown. These arrangements have
a wide-open potential to increase the efficiency of data acquisition by increasing its applicability
in the field of natural resources. An increase in automation of data acquisition, improvements
in flight time performance and automated systems with complex algorithms capable of offering
real-time information seems to be the forthcoming improvements of this technology.
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Introducciéon

Durante la historia del desarrollo de la ciencia, la técnica y la tecnologia, siempre ha sido
evidente la necesidad de incorporar diferentes disciplinas para la generacién de nuevos
conocimientos. En el campo de los recursos naturales se hace cada vez mas importante buscar
soluciones a los problemas ambientales, y avanzar hacia la sustentabilidad.

El desarrollo tecnolégico permite el uso de herramientas novedosas para acoplar el trabajo de
la comunidad cientifica con el resto de la sociedad. Los profesionales en recursos naturales
tienen el reto de ser innovadores y creadores de nuevos modelos, procesos de colaboracion,
meétodos y herramientas de investigacion, basica y aplicada, en temas como la agricultura, el
manejo forestal, la ganaderia y el uso de los recursos como el agua, el suelo y la biodiversidad.

Por mucho tiempo el uso de sensores remotos ha sido una de las principales herramientas
tecnologicas para la monitorizacion de propiedades ambientales y de recursos naturales a
partir de imagenes. Sin embargo, a pesar de su gran uso, todavia presenta barreras técnicas
como lo son la obtencion de informacion periddica (a nivel de dias u horas) en areas especificas
de terreno [1].

Para enfrentar este reto se ha propuesto una alternativa la cual es la utilizacién de vehiculos
aéreos no tripulados (VANT's) o drones como se les conoce de forma popular. Los VANT’s
fueron desarrollados a principios del siglo XX con objetivos militares, sin embargo, no es hasta
la Ultima década en donde su utilizacion ha adquirido un creciente interés y se ha popularizado
rapidamente, gracias a sus diferentes tamafos, formas y capacidades de operacion, con
un amplio espectro de aplicaciones civiles y de investigacion [2], [3], mostrando asi el gran
potencial de este tipo de tecnologia para aplicaciones ambientales y de conservacion [4].

Estas plataformas operan de manera autébnoma o mediante control o pilotaje remoto. Este tipo
de tecnologia puede aportar informacién muy precisa con alto nivel de detalle y a un precio
bajo en comparaciéon con otras tecnologias, por 10 que su uso podria provocar un ahorro de
tiempo, mano de obra y dinero [4]. Segun Aguilar-Salas [5], los costos varian de acuerdo a los
distintos modelos de hélices multiples con rangos de autonomia baja, hasta modelos de ala fija
con autonomia mayor, con diferentes capacidades de carga y posibilidades de instalacion de
sensores y otros componentes con 10s que estos pueden contar.

Este articulo pretende realizar una revision acerca de los conceptos y caracteristicas basicas
de los vehiculos aéreos no tripulados asi como de las principales aplicaciones de los mismos
en el manejo de recursos naturales con enfoque en América Latina.

Vehiculos aéreos no tripulados como plataforma de teledeteccion

Tipos de drones

Padua et al [6] mencionan que esta tecnologia permite obtener informacion en multiples
aplicaciones gracias a la amplia gama de equipos existentes, los cuales se pueden clasificar
segun su tamafio en micro y mini VANT'’s: de ala fija o multi-rotor, que cuentan con distintas
ventajas de implementacion en diferentes entornos o tareas especificas. Por su parte, [1]
clasificaron los drones en dos categorias de acuerdo con las técnicas de despegue y aterrizaje:
los aviones no tripulados de ala fija (aviones) los cuales tienen caracteristicas de despegue y
aterrizaje horizontal, y las aeronaves de rotor o drones de ala giratoria (helicopteros y autogiros)
que realizan el despegue y aterrizaje de forma vertical (figura 1). Asimismo, mencionan que los
drones de ala fija requieren de una pista para despegar y aterrizar, mientras que los equipos
mas pequefos pueden hacerlo manualmente o utilizando soportes terrestres.
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Figura 1. Ejemplos de multirrotores con diferentes tipos de configuracion de brazos. Fuente: [1].

Ventajas y desventajas

[6] reconocen que las nuevas tecnologias mejoran continuamente en términos de resolucion
espacial, espectral y temporal, sin embargo, cada una de ellas tiene beneficios y limitaciones
en cuanto a factores operacionales, tecnoldgicos y econémicos.

Autores como [4], [1], [2], [6] y [7] mencionan que entre las ventajas que presentan los VANT’s
se encuentran: el proporcionar una alta resolucion temporal gracias a la facilidad de repeticion
de los vuelos, un menor costo operativo para proyectos pequenos, recopilacion de datos de
alta precision y buena resolucion espacial puesto que al operar a baja altura generan poca
interferencia atmosférica y no se ven afectados por la nubosidad, no se presentan riesgos
humanos para la tripulacion al usar este tipo de tecnologia y muestran gran facilidad de uso
para operadores no especializados.

En cuanto a las limitaciones, este tipo de tecnologia presenta poca cobertura, podria mostrar
restricciones de operacion debido a las regulaciones de cada pais, es sensible a las condiciones
ambientales adversas y muestra dificultad para reconstruir o procesar imagenes de areas muy
homogéneas [6]. Adicionalmente los pilotos deben estar capacitados para hacer que el equipo
vuele de la mejor manera [8], y existen limitaciones en cuanto al equipo de cémputo requerido
para el procesamiento adecuado de las imagenes capturadas [7].

Sensores que se pueden usar

Existe en el mercado variedad de sensores que pueden ser utilizados en los vuelos para
la adquisicion de datos, entre ellos se destacan dos tipos de sensores: activos tales como
los LIDAR, radio deteccion y RADAR y por otra parte los sensores pasivos que incluyen
camaras RGB, camaras de infrarrojo cercano (NIR), camaras térmicas y sus combinaciones
multiespectrales e hiperespectrales [9].

Sensores RGB: los sensores de luz visible permiten captar imagenes perceptibles por el ojo
humano, ademas de que los sensores RGB (Red, Green, Blue) utilizados en drones son capaces
de capturar imagenes en alta resolucion [6]. De acuerdo con [10], el sensor RGB se utiliza para
realizar labores de inspeccion visual, modelos de elevacion del terreno y conteo de plantas.

Sensores infrarrojos: La radiacion infrarroja (IR) se emite desde una fuente de calor y se propaga
de manera muy similar a la luz. El espectro infrarrojo cubre longitudes de onda mayores al
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espectro de luz visible que abarca de 400 a 800 nm. Por ejemplo el infrarrojo cercano, NIR,
entre 780 nm a 2500 nm e infrarrojo lejano, FIR, entre 15 pm a 1000 ym. Los limites entre lo
visible y el NIR, en un extremo, y entre el FIR y las microondas no son precisas y estan abiertas
a diferentes interpretaciones [11] Segun [6] la region espectral del NIR representa donde se
produce la reflectancia de la planta, siendo asi importante para el analisis de la vegetacion
en las aplicaciones agroforestales, ya que cuando una planta esta saludable y en constante
crecimiento la produccion de energia a partir de la fotosintesis reflejara mas la region del NIR.

El infrarrojo cercano (NIR) se utiliza para detectar propiedades de los suelos de forma remota
como el andlisis de humedad vy estrés por deficiencia de nutrientes [10]. Ademas, es posible
estudiar propiedades mas complejas como el area superficial especifica [12], el contenido de
carbono orgéanico [13] vy la hidrofobicidad [12].

Sensores multiespectrales e hiperespectrales: [14] menciona que mientras l0s sensores
multiespectrales son capaces de dividir el espectro electromagnético en pocas bandas
0 porciones espectrales (baja resolucion espectral), los sensores hiperespectrales puede
registrar cientos de bandas contiguas en diversas dimensiones del espectro electromagnético
(alta resolucion espectral), permitiendo asi obtener mayor nivel de detalle en la curva del
comportamiento espectral de gran cantidad de coberturas o elementos de la superficie terrestre
para lograr con mayor precision su identificacion.

En el area de los recursos naturales el procesamiento de imagenes hiperespectrales permite
estimar la degradacion y salinidad de los suelos [14], [15] , realizar estudios de patrones
espectrales de coberturas y especies vegetales asociados a propiedades fisioldgicas [16] y
estructurales de las plantas, asi como factores ambientales, fenoldgicos [17] y antropogénicos
[18]. Asimismo, permiten obtener mediciones de follaje y cobertura, de fraccion de radiacion
fotosintéticamente activa, empleo de modelos de radiacion del dosel vegetal y el calculo de
indices de vegetacion; han permitido el desarrollo de indices de propiedades fisioldgicas
vegetales como vigor, senescencia y estado hidrico, asi como la identificacion de tipos
especificos de coberturas y especies vegetales, plagas y enfermedades, y areas susceptibles
a incendios que no son posibles por medio de imagenes multiespectrales.

Sensores LIDAR (Light Detection and Ranging): Este se trata de un sistema que mide la distancia
del sensor a un punto en el terreno a partir del tiempo que tarda el rayo de luz en alcanzar el
suelo y regresar al sensor en el VANT, el cual cuenta con la capacidad para obtener una serie
de puntos del terreno y sus coordenadas. En el ambito forestal, los sensores LIDAR se pueden
utilizar en areas de plantaciones para estimar el volumen de madera y el diametro del troncoy,
ademas, es posible estudiar la estratificacion vertical de la vegetacion y la biomasa [19].

Sensores especializados: dado que la tecnologia de los drones ha estado méas accesible, se
han llevado a cabo estudios en diferentes areas donde ha sido posible incorporar sensores
especializados. [20] utilizaron sensores especiales para la deteccion de gases contaminantes
en la atmdsfera, mientras que [21] también colocaron a bordo sensores especializados para
detectar gases presentes durante una actividad eruptiva. También se ha reportado el uso de
instrumentos especializados para la toma de datos meteorolégicos a bordo de drones [22].

Aplicaciones de los drones en el monitoreo y manejo de recursos naturales

El uso de este tipo de tecnologia ha permitido su aplicacion en actividades que van desde las
recreativas hasta en investigacion. A nivel de recursos naturales se pueden mencionar, entre
otras, las siguientes aplicaciones:
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Agricultura

La agricultura de precision y el uso de los drones en labores agricolas son cada vez mas
implementadas por los agricultores. Esto se debe a la gran capacidad con la que cuenta esta
tecnologia para captar informacion de los cultivos de manera precisa y sin estar en contacto
con ella, permitiéndoles asi ayudar en la toma de decisiones. Las imagenes capturadas con
los drones permiten realizar gestiones hidricas, fertilizacion, deteccion de enfermedades y
cosechas selectivas, asi como generacion de mapas agronémicos que muestran los problemas
y avances de los cultivos [23].

El empleo de drones en la agricultura ha permitido realizar modelos tridimensionales del
terreno, planificar el establecimiento, la produccion y el monitoreo de cultivos, detectar plagas,
enfermedades, deficiencias nutricionales [5], asi como realizar estimaciones de volumen, crear
modelos de irrigacion y drenaje, y detectar otros cambios en los cultivos que de otra manera
no son visibles para el ojo humano [24]. Austin [11] menciona que los vehiculos aéreos no
tripulados son utilizados en agricultura para el monitoreo de cultivos, puesto que es posible
utilizar camaras infrarrojas y de color para detectar la aparicion de alguna enfermedad a través
de cambios en el color en los cultivos. También usados para la siembra y fumigacion de cultivos,
como por ejemplo en Japoén, en donde se utilizan los VANT’s para sembrar arroz y fumigar
posteriormente el cultivo. Berrio-Meneses et al. [10] mencionan que la implementacion de los
drones se plantea como alternativas de manejo, monitoreo y control de los cultivos agricolas en
diferentes etapas de su desarrollo con el fin de mejorar la producciéon y disminuir costos.

Forestal

[5] menciona que en el sector forestal se han logrado observar diversas aplicaciones para
el uso de drones como el conteo y medicién de arboles, monitoreo del estado de bosques
y plantaciones forestales, caracterizacion del uso de la tierra, estudios de fotointerpretacion,
identificacion de especies, estado fitosanitario de los individuos y evaluacion del estrés hidrico
de la cobertura vegetal.

Por su parte, [2] encontraron diversos estudios que muestran ejemplos de las aplicaciones de
los VANT’s para la planificacion y manejo forestal sostenible, estudios de dinamica y estructura
del bosque, determinacion de volumen, mapeo, deteccion de infestacion de plagas, conteo de
arboles y determinacion de altura del dosel. Ademas de otras actividades con gran potencial de
desarrollo en el futuro con el avance de esta tecnologia como lo son la deteccién de especies
en rodales, evaluacion de la perturbacion de los bosques, identificacion de brechas en los
claros como indicadores de biodiversidad [25], entre otros.

Koh & Wich [4] en su estudio lograron detectar con el uso de esta tecnologia, distintas
actividades humanas que afectan los recursos naturales como lo son los incendios forestales y
la tala de arboles.

Desastres naturales

Los drones muestran un gran potencial para la obtencion de datos en zonas afectadas por los
desastres naturales. De acuerdo con [26], evaluar los dafios en situaciones de emergencia
como por ejemplo el sismo ocurrido en setiembre del 2017 en Tehuantepec, México, conlleva
muchos esfuerzos, costos y tiempo. Es por esto que este tipo de tecnologia, al sobrevolar las
zonas de dificil acceso, permite obtener informacion para evaluar los dafios en las edificaciones
afectadas sin poner en riesgo la vida de quien realice la labor. También es util para elaborar
mapas de zonas de riesgo y rutas para suministrar donativos a los damnificados, y ubicar
edificios derrumbados o bloqueos en las carreteras.
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Yuan, Liu & Zhang [27] propusieron un método que utiliza imagenes RGB y patrones de
movimiento para detectar incendios forestales. Los autores afirman que una combinacion de
este método con otras técnicas podria disminuir la tasa de falsos positivos. Con este tipo de
metodologias se podria detectar focos de incendio incipientes para una rapida atencion del
mismo, a la vez que puede ofrecer informacion relevante en la toma de decisiones respecto al
manejo y adecuada atencion de un siniestro.

Vida silvestre

En este campo de aplicacion, [4] lograron identificar la ubicacion actual de los animales para el
monitoreo de especies de fauna silvestre con el fin de obtener informacion que ayude a detallar
sobre su comportamiento, distribucion, abundancia, habitat y utilizacion de los recursos.

Han, Yoo & Kwon [28] utilizaron diferentes modelos de drones para el monitoreo de aves
acuaticas y su entorno, estableciendo una metodologia diferente en términos del conteo e
identificacion de aves. En su estudio pudieron determinar alturas de vuelo éptimas para el dron
y mejoras en la toma de datos a través de lentes que permitieran un mejor enfoque para facilitar
la identificacion de las aves. Ivosevic, Han y Kwon [29] , llevaron a cabo un estudio similar,
pero con mariposas. Ellos utilizaron un dron comercial de bajo costo para el monitoreo de la
especie Libythea celtis, obteniendo resultados promisorios en el uso de esta tecnologia para el
monitoreo de fauna.

Aguas y rios

Existe un gran potencial de aplicacion de este tipo de tecnologia para el monitoreo de
corredores riberefios para estimar la posible extension de crecida de los rios sobre su propio
lecho comparando fotografias aéreas del sitio de las estaciones seca y lluviosa [5].

Zhao et al. [30] presentan un método innovador que integra el uso de drones y monitoreo en
campo para estimar el indice e-flow, utilizado para conocer respecto al manejo sostenible del
agua. En dicho estudio se obtuvo estimaciones que demuestran las capacidades el uso de
drones para investigacion aplicada. Por su parte, [31] desarrollaron una metodologia para la
deteccion réapida de los efectos geomorfolégicos ante situaciones de inundacion mediante el
analisis de productos derivados de vuelos con drones.

También se ha utilizado esta tecnologia para el monitoreo de la morfologia de rios y la erosion
en las riberas [32]. [33] utilizaron diferentes sensores a bordo de un dron para estimar niveles
de agua en rios y lagos, obteniendo resultados satisfactorios; un estudio similar se llevd a cabo
en México [34].

Geologia

Desde el punto de vista geoldgico, el uso de los drones muestra gran variedad de ventajas
gracias a que pueden ser utilizados en zonas de dificil acceso y a las distintas tecnologias que
se les pueden incorporar, puesto que permite obtener informacion de afloramientos, calculo
y analisis de parametros de la superficie terrestre, estudiar las formas del terreno, obtener
ortofotografias y modelos digitales de la topografia con alta resolucion que son de gran utilidad
para conocer los procesos geoldgicos, entre otras [35].

Otras actividades

Algunos ganaderos han encontrado utilidad en este tipo de tecnologia para el monitoreo
y conduccion de rebafos, ubicacion de ganado y verificacion de cercas [11]. Ademas,
administradores pesqueros han visto beneficios en los drones para reducir tiempos y costos
en patrullaje, asi como método de disuasion y captura de embarcaciones ilegales de pesca en
aguas protegidas [24].
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Esta tecnologia también se ha utilizado para estimar la erosion a través del analisis temporal de
Modelos de Elevacioén Digital generados en vuelos con drones [36]. Obanawa & Hayakawa [37]
estudiaron el impacto de las olas del mar versus el de movimientos teluricos sobre acantilados
proximos al mar a través del analisis multitemporal de mediciones topograficas a bordo de
drones y en tierra, llegando a sugerir que la erosion producto del oleaje es mayor que el
provocado por movimientos tellricos.

El uso de drones para llevar a cabo analisis comparativo para el monitoreo en las costas ha
demostrado tener un gran potencial a través de la generacién de modelos de superficie [38].
Esto ha tenido gran relevancia para conocer el impacto de cambio climatico en estas zonas.

Aplicaciones de VANT’s: Ejemplos de aplicacion en América Latina

A pesar de que en regiones como Europa o Asia la cantidad de trabajos cientificos enfocados
en el uso y aplicaciones de los VANT's es extenso y ha sido bien documentado, el desarrollo de
aplicaciones en la region de América Latina es incipiente y la mayoria de estudios se concentran
en cuatro paises: Brasil, Perd, Colombia y Costa Rica. Los estudios cientificos realizados hasta
el momento se han enfocado principalmente en el campo forestal y agronémico.

En Brasil en el trabajo de [39] en el cual desarrollaron un marco de referencia para poder
planificar vuelos de una manera mas eficiente con el fin de detectar las areas donde existen
individuos de eucalipto enfermos. El estudio realizado por [40], en dos de los sitios de estudio
en Parand, Brasil, plantacion de eucalipto joven y plantacion adulta de eucaliptos y pinos,
aseguraron haber desarrollado una herramienta que permite detectar automaticamente
arboles individuales en conjuntos de datos obtenidos de vehiculos aéreos no tripulados (UAV)
obteniendo resultados satisfactorios en distintos tipos de bosque. En este estudio también se
comprobaron los resultados de esta herramienta en bosque natural.

También en Brasil, se integré el uso de imagenes provenientes de drones y datos de campo para
estudiar como ha impactado la actividad humana a la biodiversidad en la Amazonia [41]. Otro
caso de utilizacion de VANT's es el descrito por [42], quienes en un cultivo de azucar analizaron
imagenes tomadas por un vehiculo aéreo no tripulado con un sistema de reconocimiento de
patrones para identificar especies con niveles de infestacién bajo, ya que el vuelo con esta
tecnologia se realiza a baja altura y no se ve afectado por las nubes. Ellos mencionan algunos
factores que afectan la productividad de azUcar tiene como lo son la presencia y tipo de maleza,
la extension del terreno, tipo de herbicidas vy la dosificacion de los productos fitosanitarios.

Algunas comunidades indigenas de Panama han usado la tecnologia de los drones para la
proteccion y conservacion de los recursos naturales documentando la ocupacion y conversion
de las zonas boscosas y la tala ilegal mediante el monitoreo de las tierras en territorios indigenas
[43].

Berrio-Meneses et al. [10] enfocaron su estudio en el uso de drones como una herramienta de
planificacion en agricultura de precision para el diagnoéstico temprano de problemas fisiologicos
en el desarrollo del cultivo de papa en Cundinamarca, Colombia. Evaluaron los problemas que se
presentan en el desarrollo del cultivo mediante la utilizacion de VANT's y su respuesta espectral
en imagenes de infrarrojo cercano (NIR). Esta respuesta permitié identificar caracteristicas
especificas de la vegetacion, desarrollo y problemas en el cultivo, por lo que consideraron a
los drones como una herramienta tecnolégica alternativa para pequefios y grandes agricultores
que permite identificar problemas y tomar medidas para optimizar el desarrollo de sistemas
productivos.
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En Colombia [20] realizaron un estudio sobre contaminantes atmosféricos utilizando sensores a
bordo de un dron. Encontraron informacion interesante sobre las diferencias en concentracion
de gases a diferentes altitudes (Cardenas et al, 2018). A pesar de que el estudio se hizo de
manera puntual, promete ser una metodologia replicable para estudiar la concentracion de
gases de efecto invernadero en la troposfera.

También en Colombia se llevé a cabo un estudio en el cultivo del arroz, donde se pudo combinar
imagenes de alta resolucion espacial de una camara RGB con informacion multiespectral de
baja resolucion espacial con el fin de identificar malezas [44]. La metodologia empleada para
poder combinar la informacion de ambas camaras permitio una mejor deteccion de las areas
afectadas por la maleza en este cultivo (Barrero & Perdomo, 2018).

Baena et al. [41] mencionan un proyecto que se llevo a cabo al norte de Perd enfocado a la
conservacion de bosques de Prosopis pallida. Las imagenes multiespectrales, captadas a
través de drones, ofrecio la informacién necesaria para enfocar los esfuerzos de restauracion
ya que se pudo hacer un analisis espacial de distribucion y abundancia de individuos en el
area de estudio.

Al sur de Peru un andlisis de imagenes de alta resolucion de drones ayudd a establecer una
red para la proteccion de relictos de bosque importantes para mantener la disponibilidad
de material genético para la restauracion [41]. El uso de las imagenes proveyd informacion
referente a la identificacion y cuantificacion de arboles madre y su salud .

También en Peru, [22] llevaron a cabo un estudio donde se desarrollé un modelo de dron para
el monitoreo de temperatura, viento y turbulencia en la capa atmosférica baja (entre 0 y 1300
msnm). En dicho estudio se pudo obtener informacion precisa para poder plantear de modo
general algunos aspectos relevantes sobre el comportamiento de esas variables atmosféricas
en la zona de estudio [22]. Quizas las conclusiones mas relevantes de este estudio residen
en el hecho de saber que se puede obtener informacién precisa y de calidad a través de una
monitorizacion continua con un dron de bajo costo.

En México, [34] llevaron a cabo un estudio en el cual se pudo obtener datos de la profundidad
del agua y mediciones de batimetria a través de informacion proveniente de drones. Permitiendo
asi, conocer el comportamiento de las lagunas y cenotes conectados a través de cavernas
sumergidas vy flujo difuso en la Peninsula de Yucatan.

En Costa Rica el uso de vehiculos aéreos no tripulados se ha enfocado en mejorar procesos
productivos en los campos agricola y forestal. Los esfuerzos encontrados son a nivel
experimental y son enfocados en los siguientes aspectos:

a) Uso de la tierra, monitoreo de actividades y calculo de areas: A partir de VANT's se ha
obtenido informacion precisa a partir de sensores especializados y se ha integrado al
sistema de monitoreo en tierra [21].

b) Conteo de éarboles: A partir de las imagenes realizadas y de la creacion de nubes de
puntos se desarrollé6 un algoritmo que permite el conteo de arboles en plantaciones
recién establecidas. Esta herramienta fue desarrollada en conjunto con las escuelas
de Ingenieria Forestal, Electronica y Computadores y permitiria realizar muestreos para
determinar la mortalidad inicial en el establecimiento de plantaciones cubriendo mayores
areas de forma mas rapida (figura 2).
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Figura 2. Conteo de arboles de Melina de 5 meses de edad por medio de una interpretacion algoritmica de una
ortofoto tomada con un dron Mavic Pro, Los Chiles, Costa Rica.

c) Estimacion de alturas: A partir del modelo digital de superficie y del modelo digital de
elevacion, se puede generar un modelo de altura del dosel que permite estimar las alturas
de los arboles.

d) Cuantificacion de la erosion: Arriola et al. [45] desarrollaron una metodologia que posibilita
la cuantificacion de erosion a partir de una base de datos de modelos de elevacion digital
con alta resolucion espacial y temporal.

Conclusiones

En este articulo presentamos las caracteristicas principales, las ventajas y desventajas de
utilizar vehiculos aéreos no tripulados para el monitoreo y manejo de los recursos naturales. La
aplicacion de esta tecnologia en el manejo de los recursos naturales se ha extendido debido al
bajo costo del equipo, su facil manejo y su versatilidad. Los drones tienen un amplio potencial
de incrementar la eficiencia de adquisicion de datos para el uso en las distintas aplicaciones
en el campo de los recursos naturales, sin embargo, se debe investigar aun mas puesto que
muchos estudios se encuentran en fase experimental.

Seran cada vez mas los ejemplos y la investigacion aplicada en los diferentes campos del
manejo de los recursos naturales a medida que la tecnologia se vaya desarrollando y esté
disponible a mayor cantidad de personas.

El futuro del uso de este tipo de tecnologias parece apuntar a una mayor automatizacion en la
captura de datos, mejoras en el rendimiento de los tiempos de vuelo y sistemas automatizados
con algoritmos complejos capaces de ofrecer informacion en tiempo real.
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Pseudoperonospora cubensis.

Resumen

Se evalud el efecto de la aplicacion foliar suplementaria de calcio, sobre la produccion de meldn
Amarillo cv. Natal F-1, en Lepanto, Puntarenas. Los tratamientos evaluados fueron: JMX-Ca
(4,22 kg CaO/ha), JMX-Ca (2,41 kg CaO/ha), Manvert-Ca (4,22 kg CaO/ha), y un testigo (agua).
La cosecha inici6 a los 58 dias después del trasplante (ddt) para todos los tratamientos. Los
datos muestran una importante variabilidad entre los tratamientos en cuanto al numero de
frutos exportables por metro lineal (1,79 — 2,06), rendimiento exportable (13638 — 16126 kg/
ha), produccion exportable (1318 — 1556 cajas/ha), peso promedio del fruto (1364,3 — 1433,0
g), porcentaje de solidos solubles totales (10,90 — 11,88 °Brix), firmeza de la pulpa del fruto
(26,94 — 28,38 N), severidad maxima de mildiu velloso (Pseudoperonospora cubensis) a los
50 ddt (3,83 — 4,17; escala 1-5), e incidencia de colapso de la planta a los 58 ddt (0 - 1,85
%). Solamente se presentaron diferencias significativas entre tratamientos para el porcentaje
de solidos solubles totales; el tratamiento de JMX-Ca a 4,22 kg CaO/ha obtuvo un mayor valor
para esta caracteristica (11,88 °Brix) en comparacion a JMX-Ca a 2,41 kg CaO/ha y a Manvert-
Ca a 4,22 kg CaO/ha (entre 10,90 y 11,15 °Brix), pero no fue diferente del testigo (11,45
°Brix). Se concluye que, bajo las condiciones en que se desarrolld el ensayo, no se justifica
econdmicamente la aplicacion foliar suplementaria de calcio.

Keywords

Cucumis melo; melon; fruit weight; °Brix; fruit flesh firmness; yield; quality; Pseudoperonospora
cubensis.

Abstract

The effect of supplementary foliar application of calcium on production of Amarillo type melon
cv. Natal F-1, was evaluated in Lepanto, Puntarenas. Evaluated treatments were: JMX-Ca (4,22
kg CaO/ha), JMX-Ca (2,41 kg CaO/ha), Manvert-Ca (4,22 kg CaO/ha), and control (water).
The harvest started 58 days after transplant (dat) for all treatments. Data show an important
variability among treatments with respect to number of exportable fruits per linear meter (1,79 —
2,008), exportable yield (13638 — 16126 kg/ha), exportable production (1318 — 1556 boxes/ha),
mean fruit weight (1364,3 — 1433,0 g), percentage of total soluble solids (10,90 — 11,88 °Brix),
fruit flesh firmness (26,94 — 28,38 N), maximum downy mildew (Pseudoperonospora cubensis)
severity at 50 dat (3,83 — 4,17; 1-5 scale), and plant collapse incidence at 58 dat (0 — 1,85
%). Differences between treatments were significant only for the percentage of total soluble
solids; JMX-Ca at 4,22 kg CaO/ha rendered the highest value for this characteristic (11,88 °Brix)
compared to JMX-Ca at 2,41 kg CaO/ha and Manvert-Ca at 4,22 kg CaO/ha (10,90 and 11,15
°Brix). But the difference was not significant compared to the control treatment (11,45 °Brix).
In conclusion, there is no economical justification for the supplementary foliar application of
calcium under the growing conditions of the trial.
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Introducciéon

En 2011, el meldn (Cucumis melo L.) fue el quinto producto agricola de exportacion de Costa
Rica (2,8 % del total), luego de banano, pifia, café oro y plantas ornamentales, y genero divisas
por un total de 66,9 millones de ddlares. Los principales tipos de melén producidos en Costa
Rica para la exportacion son: Harper, Cantaloupe, Amarillo, Honey Dew, Galia, Piel de Sapo,
Charentais, y Orange Flesh [1]. En el caso del melén Amarillo, en 2012 se cultivaban 2109 ha,
lo que representd un 46 % del area cultivada de meldn en el pais; el principal mercado para
este tipo de meldn es Europa [2].

El melén es un cultivo de ciclo corto, que requiere una aplicacion intensiva de insumos para el
logro de rendimientos altos. Ademas, por tratarse principalmente de un cultivo de exportacion
en Costa Rica, es muy importante lograr la produccion de fruta de alta calidad, que satisfaga
los estandares de los mercados extranjeros.

El meléon demanda una cantidad importante de nutrientes; se ha estimado que una hectarea de
este cultivo consume en total 114 kg de calcio (Ca), 97 kg de potasio (K), 83 kg de nitrégeno (N),
24 kg de magnesio (Mg), y 15 kg de fésforo (P). En el caso del calcio, la cantidad consumida
de dicho elemento por este cultivo es muy alta, asi como la desproporcion entre la cantidad
que requiere la parte vegetativa (90 %) y la que consume el fruto (10 %). Sin embargo, como el
calcio es un elemento que no se transloca en modo alguno, los aproximadamente 10 kg/ha que
requieren los frutos deben ingresar en los uUltimos 20 dias de llenado de fruto, y ademas, es muy
importante que lo hagan [3]. Para lograr este cometido, una de las principales herramientas
que tiene a disposicion el agricultor es la aplicacion foliar de este elemento, especialmente en
forma de quelatos [4].

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion foliar suplementaria de calcio,
sobre el rendimiento y la calidad en el cultivo de melon.

Materiales y métodos

El ensayo se realizd en una finca ubicada en Lepanto, Puntarenas, administrada por la empresa
My M Internacional S. A., la cual se dedicaba a la produccién y exportacion de melén y sandia
a Europa. El ensayo se ubico en el lote 6-1 de dicha finca; el trasplante se realiz6 el dia 27 de
diciembre de 2015, con plantulas del hibrido de meldn amarillo (Cucumis melo L.), cv. Natal F-1.

El cultivo se sembré en camas de 1,0 m de ancho, cubiertas con plastico. La distancia entre
hileras fue de 1,8 m, y la distancia entre plantas fue de 0,3 m, por lo que la densidad de siembra
correspondié a 18519 plantas por hectarea.

La fertilizacion implementada normalmente por la finca consiste en la aplicacion de fertilizante
granulado al momento de la siembra, junto con el aporte de fertilizantes solubles via fertirriego
a lo largo del ciclo del cultivo. Ademas, en forma complementaria, se realizan aplicaciones
foliares de fertilizantes. La fuente de calcio empleada a nivel foliar por la finca corresponde al
fertilizante liqguido Amino Grow Calcio, que contiene 7 % p/v de Ca0O; 4,3 % p/v de N; 1,41 %
p/v de amino&cidos, asi como reguladores de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas);
se hicieron 5 aplicaciones de este producto, a lo largo del ciclo del cultivo.

En forma suplementaria (adicional a los fertilizantes aplicados normalmente por la finca), para
el presente ensayo se aplicaron los siguientes fertilizantes foliares:

1) JMX-Ca: fertilizante foliar sélido, en presentacion de polvo muy fino, color blanco, y cuya
composicion es: 40,2 % p/p de CaO; 2440 ppm de MgO; 190 ppm de Fe; y 240 ppm de
Si.
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2) Manvert-Ca: fertilizante foliar liquido, de color café oscuro, y cuya composicion es: 20,2%
p/v de CaO; el agente acomplejante es acido lignosulfénico.

Los tratamientos, aplicados en forma suplementaria al programa de fertilizacion normal de la
finca, se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en el ensayo.

1 Testigo (agua) 0 0 12; 26; 40; 50
2 JMX-Ca 4,22 10,5 kg/ha 12; 26; 40; 50
3 JMX-Ca 2,41 6,0 kg/ha 26; 40

4 Manvert-Ca 4,22 20,89 I/ha 12; 26; 40; 50

Nota: * = dias después de trasplante.

Todos los tratamientos se hicieron mediante aspersion foliar. El tratamiento 1 (testigo) consistié
en la aplicacion de agua limpia. En el tratamiento 2 se realizaron cuatro aplicaciones del
fertilizante JMX-Ca; la dosis de la primera aplicacion fue de 1,5 kg/ha, y la dosis de las otras
tres aplicaciones fue de 3,0 kg/ha cada una. En el tratamiento 3 se hicieron dos aplicaciones de
JMX-Ca, a una dosis de 3,0 kg/ha cada una. En el tratamiento 4 se realizaron cuatro aplicaciones
del fertilizante Manvert-Ca; la dosis de la primera aplicacion fue de 2,98 I/ha, y la dosis de las
otras tres aplicaciones fue de 5,97 I/ha cada una. De este modo, tanto el tratamiento 2 como el
tratamiento 4 aportaron en total 4,22 kg/ha de CaO, y el tratamiento 3 aporté 2,41 kg/ha de CaO.

Los tratamientos se aplicaron en todos los casos con una bomba de espalda marca Carpi,
modelo Spray Mec, de 18 litros de capacidad. Entre la aplicacion de un tratamiento y el
siguiente, se realizd un lavado adecuado de la bomba, con agua limpia. El volumen total de
caldo aplicado al cultivo correspondié a 231 I/ha para las aplicaciones realizadas a los 12 y 26
ddt, y a 462 I/ha para las aplicaciones hechas a los 40 y 50 ddt, debido a la mayor cantidad de
follaje presente en esos momentos en el cultivo.

Para la aplicacion de todos los tratamientos, se afiadio el coadyuvante Agrex RP 25,7 SL, a una
dosis de 0,5 ml/litro. Este producto contiene 16,2 % p/v de alquil-aril-éter-poliglicélico; 4,0% p/v
de dioctil sulfosuccinato; y 5,5 % p/v de glicol.

Las variables evaluadas fueron:

a) Edad al inicio de cosecha (ddt): se calculd segun los dias transcurridos desde el
trasplante hasta el inicio de la cosecha, para cada tratamiento.

b) Numero de frutos por metro lineal: se contabilizé el numero de frutos exportables por
parcela util, y se dividio entre 8 m (longitud de la cama de la parcela util). Se consideraron
como frutos no aptos para exportacion aquellos con deformidades, decoloraciones, o
dafos por plagas, enfermedades o quema por sol.

c) Rendimiento exportable (kg/ha): se obtuvo a partir del peso total de los frutos exportables
y de la densidad de siembra, y se calculd el rendimiento por hectarea. Se utilizé una
balanza electronica marca Ocony, modelo TH-I-EK, con una capacidad de 5000,0 + 0,1 g.
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d) Produccioén exportable (cajas/ha): se obtuvo al relacionar el nimero de frutos segun su
tamafo y peso, y a partir de este dato y de la densidad de siembra, se calculd el nimero
total de cajas exportables de 10 kg producidas en una hectarea.

e) Peso promedio del fruto (g): se obtuvo al dividir el peso total de los frutos exportables por
parcela, entre el niumero total de los mismos.

f) Distribucion porcentual de tamano de los frutos: se obtuvo al estimar el porcentaje de
frutos ubicados en cada categoria de tamafio, segun su peso. El tamafio del fruto se
expresa de acuerdo con el numero de frutos que caben en una caja de 10 kg. Asi, entre
mayor sea el niumero que identifica el tamafio del fruto, menor sera el tamafo del mismo.
Para hacer esta estimacion se utilizd el rango de peso que se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Rango de peso del fruto, segun la categoria de tamafo.

Categoria de tamafo del fruto Rango de peso del fruto (g)

4 2223 - 2750
5 1819 — 2222
6 1539 — 1818
7 1334 - 1538
8 1177 — 1333
9 1053 — 1176
10 870 — 1052
12 800 — 869

g) Porcentaje de sélidos solubles totales (°Brix): se evalud el porcentaje de sdlidos solubles
totales de la pulpa del fruto, en una muestra de cinco frutos exportables por parcela, y se
obtuvo el promedio. Se utilizd un refractometro manual marca Atago, modelo N-1a, con
una escala de 0,0 - 32,0 = 0,2 °Brix.

h) Firmeza de la pulpa del fruto (N): se evalud la firmeza de la pulpa del fruto, en una
muestra de cinco frutos exportables por parcela, y se calculd el promedio. Se utilizd un
penetrometro marca Effegi, modelo FT-327, con una escala de 0,0 — 13,0 + 0,1 kg-fuerza,
y los valores obtenidos se multiplicaron por un factor de conversion de 9,807 para calcular
el dato en Newtons (N); se utilizé el puntero del penetrémetro cuya base mide 7,5 mm de
ancho.

i) Severidad maxima de mildiu velloso: se realizaron cuatro evaluaciones fitosanitarias (a los
12 ddt, 26 ddt, 40 ddt y 50 ddt), a nivel cuantitativo en todas las plantas de cada parcela,
para determinar la severidad maxima de la enfermedad mildiu velloso (Pseudoperonospora
cubensis), segun la escala que se muestra en el cuadro 3.

j) Incidencia de colapso de la planta: se realizaron cinco evaluaciones fitosanitarias (a los
12 ddt, 26 ddt, 40 ddt, 50 ddt y 58 ddt) a nivel cuantitativo, para determinar el porcentaje
de plantas colapsadas por enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos en el
cuello de la planta (tales como Fusarium spp., Sclerotium rolfsii, Mycosphaerella spp.,
entre otros). Se evaluaron todas las plantas de cada parcela.
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Cuadro 3. Escala de evaluacion de la severidad de mildit velloso en melon.

Numero de lesiones necrdéticas por hoja Escala
0 1
1-3 2
4-6 3
7-10 4
Mas de 10 8

k) Relacion beneficio:costo del tratamiento: se calculé a partir del costo adicional de los
fertilizantes aplicados, el precio de venta de la caja de meldn de exportacion, y el aumento
o reduccion adicional en el rendimiento, en comparacion con el testigo (el cual se tomé
como el tratamiento base). El precio considerado para el JMX-Ca fue de 7238 colones/
kg, para el Manvert-Ca fue de 2399 colones/litro, y para la caja de meldn de exportacion
fue de 4048 colones/caja.

Ademas, para cada tratamiento se realizd un andlisis foliar orientativo; se tomd una muestra
compuesta de 30 hojas maduras (quinta hoja a partir del brote de la rama) para cada tratamiento
(cinco hojas por cada parcela util), y se realizdé un anélisis quimico foliar completo, en el Centro
de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica.

Se utilizé un disefio experimental de bloques completos al azar, con seis repeticiones y cuatro
tratamientos. Cada bloque consistio en una hilera de plantas de 48 metros de longitud, ubicado
en la zona central del lote 6-1 de la finca. Cada bloque se separd del otro por medio de una
hilera de plantas, que sirvid de borde entre bloques. La parcela total consistid en una seccion
de 12 metros lineales de cama, y la parcela Util consistié en la seccion central de dicha parcela,
con una longitud de 8 metros lineales de cama.

Para las variables cuantitativas de rendimiento, calidad, y dafio por enfermedades, se realizd
un analisis de variancia para establecer diferencias significativas entre tratamientos, y se uso la
prueba LSD Fisher (p<0,05) para clasificar los resultados de los tratamientos.

Resultados y discusion

La cosecha inici6 el 23 de febrero de 2016 (58 ddt), y finalizd el 28 de febrero de 2016 (63
ddt), para todos los tratamientos. No se observaron diferencias en el inicio de la madurez
(precocidad) de los frutos entre tratamientos.

En lafigura 1 se presentan los datos para el nimero de frutos exportables por metro lineal, segun
los diversos tratamientos evaluados. El tratamiento 2 mostrd el mayor valor para esta variable
con 2,06 frutos/m, y el menor valor correspondié al tratamiento 3 (1,79 frutos/m). Sin embargo,
las diferencias encontradas entre tratamientos no fueron estadisticamente significativas.

En dos ensayos realizados en Brasil con melon Amarillo, no hubo diferencias en el numero de
frutos por planta (y por lo tanto, en el nimero de frutos por metro lineal) entre el testigo y el
tratamiento de aplicacion foliar de calcio [5], [6]; en el presente ensayo se obtuvo un resultado
similar.

En la figura 2 se muestran los resultados del rendimiento exportable de melén.
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Figura 1. Numero de frutos exportables por metro lineal, segun tratamiento.

Nota: elaboracién propia, a partir de los datos obtenidos. Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun
la prueba de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 2. Rendimiento exportable de melén (kg/ha), segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

El tratamiento 2 mostr6 el mayor rendimiento en este ensayo con 16126 kg/ha, y el menor
rendimiento correspondié al tratamiento 3 (13638 kg/ha). Sin embargo, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para esta variable. Los resultados
obtenidos en el presente ensayo son inferiores a los rendimientos informados para exportacion
de meldn en Costa Rica, de entre 17781 y 27516 kg/ha [2].

En un ensayo con melén Amarillo en Brasil, la aplicacion foliar de calcio aumenté en forma
significativa el rendimiento comercial para el hibrido Gold Mine en comparacion al testigo, pero
para el hibrido 10-00 no se presentaron diferencias con el testigo [5]; en el presente ensayo
se obtuvo el mismo resultado que el hallado por dichos autores con el hibrido de melon 10-00.

En la figura 3 se presenta la produccion exportable de melén, en cajas por hectarea. El
tratamiento 2 presentd el mayor rendimiento con 1556 cajas/ha, y el tratamiento 3 mostrd la
menor produccion (1318 cajas/ha). Pero las diferencias encontradas entre tratamientos no
fueron estadisticamente significativas.
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Figura 3. Produccion exportable de meldn (cajas/ha), segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

Es conveniente resaltar que el rendimiento del cultivo en este ensayo fue bastante bajo, dado
que los rendimientos normales para la zona y para esta variedad de meldn, generalmente es
cercano a las 2500 cajas/ha (J. E. Monge-Pérez, datos sin publicar).

En la figura 4 se muestran los datos del peso promedio del fruto, segun el tratamiento evaluado.
El tratamiento 2 produjo los frutos con mayor peso (1433,0 g), y el menor valor para esta
variable se obtuvo con el tratamiento 3 (1364,3 g). Sin embargo, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos para esta variable.

En otro ensayo realizado en Argentina con melon Honey Dew, en cuatro localidades no se
hallaron diferencias significativas en el peso del fruto entre el testigo y los tratamientos en que
se aplicaron tres diferentes fuentes de calcio via foliar; pero en otra localidad si se hallaron
diferencias para esta variable entre dos de las fuentes de calcio entre si, pero no entre dichas
fuentes y el testigo [7]; los resultados obtenidos en el presente ensayo son similares a los
hallados por esos autores en las cuatro localidades supracitadas.

Sin embargo, en una investigacion con melén Amarillo realizada en Brasil, el peso del fruto si

aumentoé con la aplicacion foliar de calcio, en comparacion con el testigo [6].

En el cuadro 4 se presentan los datos de la distribucion porcentual de tamafio de los frutos. El
tratamiento 2 concentrd la mayor proporcion de frutos de tamafio 6, 7 y 8 juntos (68,69 % de los
frutos totales), que corresponden a los que tienen mayor demanda en el mercado en Europa,
seguido por el tratamiento 3 (61,63 %), el tratamiento 4 (58,70 %), y por ultimo el tratamiento
1 (58,51 %). Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre tratamientos para la
cantidad de frutos 6, 7 y 8 juntos (no se muestran los datos del andlisis estadistico).
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Figura 4. Peso promedio del fruto (g), segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

Cuadro 4. Distribucion porcentual de tamafio de los frutos.

1 3,19 9,57 24,47 22,34 11,70 13,83 10,64 4,26
2 1,01 7,07 26,26 27,28 15,15 9,09 9,09 5,05
3 0,00 9,30 19,77 24,42 17,44 9,30 19,77 0,00
4 1,09 13,04 17,39 22,83 18,48 9,78 16,30 1,09

En la figura 5 se muestran los resultados para el porcentaje de sélidos solubles totales (°Brix),
segun el tratamiento. Esta fue la Unica variable en que si existieron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos; el mayor valor se presentd con el tratamiento 2 (11,88 °Brix),
y el menor valor lo obtuvo el tratamiento 3 (10,90 °Brix). No se presentaron diferencias
significativas entre el tratamiento 2 y el tratamiento 1 (testigo, 11,45 °Brix). El valor alcanzado
por el tratamiento 2 si fue significativamente superior con respecto a los tratamientos 3 y 4 (entre
10,90 y 11,15 °Brix). Por otra parte, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos 1,
3y 4 entre si, para esta caracteristica.

Unos investigadores evaluaron el efecto de la aplicacion via foliar de tres fuentes de calcio en
melén Honey Dew, y no hallaron diferencias entre tratamientos en cuatro localidades para el
porcentaje de solidos solubles totales, pero en otra localidad el tratamiento testigo si obtuvo un
mayor valor para esta variable en comparacion con los tratamientos de aplicacion de calcio [7];
en el presente ensayo se obtuvieron resultados diferentes a los hallados por dichos autores.

En otras investigaciones realizadas en Brasil y Argentina, no se presentaron diferencias en el
porcentaje de sdlidos solubles totales, entre el testigo y la aplicacion de diferentes dosis y/o
fuentes de calcio a nivel foliar, en melén Amarillo [8], [6], [5]; los datos hallados en el presente
estudio fueron similares a los informados por esos autores, en el sentido de que el tratamiento
testigo no fue estadisticamente diferente de los otros tratamientos evaluados.
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Figura 5. Porcentaje de soélidos solubles totales (°Brix), segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

En la figura 6 se presentan los valores obtenidos para la firmeza de la pulpa del fruto. El
tratamiento 4 produjo los frutos con la pulpa mas firme (28,38 N), y el menor valor para esta
caracteristica correspondié al tratamiento 1 (testigo, con 26,94 N). Sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para esta variable.

En Argentina, se informd que la aplicacion de tres fuentes de calcio via foliar provoco el
aumento de la firmeza de la pulpa del fruto en melén Honey Dew, en comparacion con el testigo,
en cuatro localidades; pero en otra localidad no hubo diferencias entre tratamientos [7], tal y
como sucedio en el presente ensayo.

Unos investigadores hallaron diferencias en la firmeza del fruto de melén Amarillo entre el
testigo y el tratamiento de aplicacion foliar de nitrato de calcio a una dosis de 2,6 g/I; pero no
se presentaron diferencias entre el testigo y las dosis de 1,3; 5,2; y 10,5 g/l de nitrato de calcio
[8], de manera similar a los resultados hallados en el presente trabajo.

En otro ensayo con melén Amarillo en Brasil, la firmeza del fruto aumentd con la aplicacion foliar
de calcio, en comparacion con el testigo [6].

Con respecto a la evaluacion fitosanitaria, a los 12 ddt y a los 26 ddt, las plantas estaban
completamente sanas y libres de enfermedades. A los 40 ddt, se encontré una incidencia
importante de la enfermedad mildiu polvoso (Erysiphe sp. y/o Sphaerotheca sp.), distribuida
uniformemente en todos los tratamientos. A los 50 ddt, el mildit polvoso ya habia sido controlado;
ademas, se encontraron algunas plantas con sintomas de afectacion por virus en las hojas,
otras plantas mostraron un ataque leve de minador (larvas de la mosca Liriomyza sp.) en las
hojas, y también se presentaron sintomas de la enfermedad mildiu velloso (Pseudoperonospora
cubensis), pero que ya habia sido controlada mediante fungicidas.

En la figura 7 se muestra la evaluacion de la severidad maxima de mildit velloso por tratamiento,
alos 50 ddt. Eltratamiento 2 fue el que mostré la menor severidad maxima de esta enfermedad,
con una calificacion de 3,83 puntos (escala 1-5), mientras que el mayor valor para esta variable
correspondi¢ a los tratamientos 3 y 4, con 4,17 puntos para cada uno. Sin embargo, no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para esta variable. En
términos generales, estos resultados indican que las hojas mostraron una severidad maxima de
7-10 lesiones necroéticas causadas por esta enfermedad a los 50 ddt, lo que se considera una
severidad alta.
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Figura 6. Firmeza de la pulpa del fruto (N), segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 7. Severidad maxima de mildiu velloso (escala 1-5), a los 50 ddt, segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

Al inicio de la cosecha (58 ddt), se encontraron algunas plantas colapsadas por enfermedades
causadas por hongos fitopatdgenos en el cuello de la planta; en la figura 8 se presentan los
datos de la incidencia de esta enfermedad en ese momento. El tratamiento 2 fue el Unico que no
mostrd ninguna planta colapsada por dicha patologia. Le siguio el tratamiento 3, que presentd
una incidencia de 0,62 %, el tratamiento 1 con 1,23 %, y el mayor valor para esta variable se
obtuvo con el tratamiento 4 (1,85 %). Sin embargo, las diferencias halladas entre tratamientos
no fueron estadisticamente significativas.

También, en el momento del inicio de la cosecha (58 ddt) se encontraron varios frutos que
mostraban sintomas de afectacion por virus fitopatdgenos (como manchas y protuberancias), y
otros frutos que presentaban dafios en la cascara causados por larvas de insectos (Spodoptera
spp. y Diaphania spp.) Obviamente, esos frutos fueron descartados ya que no cumplian con los
estandares para exportacion.
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Figura 8. Incidencia de colapso de la planta (porcentaje), a los 58 ddt, segun tratamiento.

Nota: Medias seguidas de una misma letra no se consideran distintas segun la prueba de LSD Fisher (p<0,05).

En el cuadro 5 se presentan los resultados del andlisis quimico foliar para los cuatro tratamientos.

Segun los rangos definidos por el Centro de Investigaciones Agronémicas de la Universidad
de Costa Rica para el cultivo de meldén [9], en todos los tratamientos se encontraron niveles
adecuados (suficientes) en la mayoria de elementos (N, P, S, Fe, Zn, Mn y B). Solamente se
presentaron niveles bajos en el caso del potasio (alrededor de la mitad de lo necesario), en los
cuatro tratamientos. Por otra parte, se presentaron niveles altos en el caso del cobre, magnesio
y calcio en todos los tratamientos; particularmente en el caso del calcio, el nivel obtenido casi
llega a duplicar el nivel considerado suficiente, lo que podria explicar por qué no hubo respuesta
a los tratamientos de aplicacion foliar suplementaria de calcio evaluados en este ensayo, para
la mayoria de las variables evaluadas.

Sin embargo, otra investigadora considera como normal en melén que el contenido foliar de N
y K sea de alrededor del 3 % para cada uno de ellos, y que el contenido foliar de Ca sea de
alrededor del 5 % [3]. Bajo estos parametros, los resultados encontrados en el presente ensayo
se ajustan mejor a los valores considerados normales, excepto que se presentd un exceso de
N con respecto a K, o que podria haber afectado la producciéon de frutos, y haber favorecido
mas bien el crecimiento vegetativo.

Definitivamente, el bajo rendimiento exportable hallado en el presente ensayo podria estar
asociado al bajo nivel de potasio encontrado en las hojas del meldn. El potasio es un elemento
esencial para lograr el llenado del fruto [10]. Este bajo nivel de potasio encontrado a nivel foliar
podria ser el factor limitante mas importante para el cultivo en este caso. Lo normal es que,
en el tejido vegetativo de meldn, la concentracion de K sea mayor que la de N [3], pero en el
presente ensayo se encontrd la situacion contraria. Sin embargo, el bajo rendimiento obtenido
en este caso también podria estar relacionado con otros factores limitantes ya comentados,
como el efecto de plagas y enfermedades, en especial con la enfermedad mildiu velloso, que
presentd una severidad maxima alta a los 50 ddt.
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Cuadro 5. Resultados del andlisis quimico foliar, segun tratamiento.

N % 4,79 5,02 4,81 4,83 45-55 suficiente

% 0,52 0,52 0,51 0,48 0,3-0,8 suficiente
Ca % 4,28 4,23 4,81 4,98 2,3-3,0 alto
Mg % 0,91 0,91 1,02 1,02 0,35-0,8 alto

% 2,32 2,17 2,41 2,43 4,0-50 bajo

% 0,78 0,82 0,82 0,74 0,25-1,0 suficiente
Fe mg/kg 175 235 256 265 50 - 300 suficiente
Cu mg/kg &5 38 34 36 8,0-30 alto
Zn mg/kg 47 49 47 46 20 - 200 suficiente
Mn mag/kg 101 106 108 102 50 - 250 suficiente
B mg/kg 38 39 40 41 25 - 60 suficiente

*Fuente: [9].

En el cuadro 6 se presenta la relacion beneficio:costo para los tratamientos de aplicacion foliar
suplementaria de calcio, en comparacion con el tratamiento testigo.

Cuadro 6. Relacion beneficio:costo, segun tratamiento.

1 n.a. n.a. n.a.

2 315.744 76.000 4,15:1
8 -647.680 43.429 -14,91:1
4 -153.824 50.127 -3,07:1

El Unico caso en que el beneficio adicional estimado fue superior al costo correspondi6 al
tratamiento 2 (relacion beneficio:costo de 4,15), en el cual el retorno de la inversiéon fue de
4,15 colones por cada colén invertido, o que se considera una opcion altamente rentable.
Los tratamientos 3 y 4 obtuvieron una relacion beneficio:costo negativa, por lo que no se
consideran econémicamente rentables. Sin embargo, se debe recordar que no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas en la produccion exportable en cajas por hectarea,
entre tratamientos.

Conclusiones y recomendaciones

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para el porcentaje
de sdlidos solubles totales. El tratamiento 2 (JMX-Ca a 4,22 kg CaO/ha) produjo frutos con
un valor significativamente mas alto (11,88 °Brix) para esta variable, en comparacién con los
tratamientos 3 (JMX-Ca a 2,41 kg CaO/ha) y 4 (Manvert-Ca a 4,22 kg CaO/ha) (entre 10,90 y
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11,15 °Brix). Sin embargo, el resultado obtenido por el tratamiento 2 no fue estadisticamente
diferente del valor hallado por el tratamiento 1 (testigo, 11,45 °Brix).

A pesar de que en todas las demas variables evaluadas no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, practicamente en todos los casos el mejor
resultado fue obtenido por el tratamiento 2 (JMX-Ca a 4,22 kg CaO/ha), excepto en la firmeza del
fruto, en que el mejor resultado se obtuvo con el tratamiento 4 (Manvert-Ca a 4,22 kg CaO/ha).

Se concluye que, bajo las condiciones en que se desarrolld el ensayo, no se justifica
econdmicamente la aplicacion foliar suplementaria de calcio.
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Resumen

La contaminacion provocada por metales pesados constituye uno de los grandes retos
relacionados con la calidad del ambiente y la salud humana. La introduccién de estos
elementos en los sistemas naturales puede deberse a diversas actividades humanas entre
ellas la agricultura y la disposicion de residuos soélidos. En el Valle de Mexicali, la agricultura
representa la actividad econdmica mas importante, sin embargo, el uso de agroquimicos, asi
como la disposicion clandestina de residuos sélidos urbanos (RSU) han generado problemas
de contaminacién severos afectando la fertilidad de suelos y la calidad de las aguas
subterraneas. El propdsito de esta investigacion consistié en evaluar el contenido de metales
pesados en diferentes fracciones de suelo a través de la zona vadosa (ZV) en un sitio ubicado
en el Valle de Mexicali e influenciado por la agricultura y la disposiciéon de residuos. Las
muestras de suelo se sometieron al procedimiento de extraccion secuencial y fueron analizadas
mediante espectrometria de absorcion atbmica. Los resultados obtenidos revelan una marcada
acumulacion de metales desde la superficie hasta los primeros 50 cm de profundidad. Las
variaciones estacionales del nivel freatico, asi como el riego agricola favorecen el transporte
de solutos observandose concentraciones de metales en el agua subterranea superiores a los
estandares para agua potable. Los elementos Cd, Cr y Ni se distribuyen preferentemente en
la fraccion residual del suelo limitando asi su movilidad. El Cu presentd una fuerte asociacion
con la materia organica en tanto que el Zny Pb presentaron la mayor asociacion con fraccion
intercambiable.

Keywords

Chemical partitioning; heavy metals; vadose zone; groundwater.

Abstract

Heavy metals contamination is one of the greatest challenges related to the environment quality
and human health. The introduction of these elements into natural systems may be due to various
types of human activities such as agriculture and solid wastes disposal. In Mexicali Valley,
agriculture represents the most important economic activity, however, the use of agrochemicals
as well as the clandestine disposition of urban solid wastes have generated severe pollution
problems affecting soil fertility and groundwater quality. The purpose of this research was to
evaluate the heavy metals content in the different fractions of soil through the vadose zone (ZV)
in a site located in Mexicali Valley, B.C. influenced by agriculture and solid wastes disposal. Sail
samples were subjected to the sequential extraction procedure and then analyzed by atomic
absorption spectrometry. The results obtained reveal a marked accumulation of metals from the
surface until 50 cm depth. Seasonal variations in the water table, as well as agricultural irrigation,
favors the solutes transport with heavy metals concentrations in groundwater higher than the
standards for drinking water. The elements Cd, Cr y Ni are preferably distributed in the residual
fraction of soil, limiting their mobility. Cu presented a strong association with organic matter, while
Zn and Pb presented the greatest association with the exchangeable fraction.
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Introducciéon

El municipio de Mexicali, en el estado de Baja California, México, se caracteriza por poseer un
clima semiarido con temperaturas que alcanzan los 48 °C durante el verano y una precipitacion
media anual de escasos 77.8 mm [1]. Por las caracteristicas geolégicas de ambiente deltaico,
la principal explotacion de los suelos del Valle de Mexicali ha sido la agricultura, de modo que el
riego de las tierras de cultivo se ha venido llevando a cabo mediante el aprovechamiento de las
Unicas fuentes de agua disponibles, las aguas del Rio Colorado y las del acuifero de la region.
Con estas aguas se abastecen, a través de una amplia red de canales, 207 935 hectareas
de tierras agricolas del Distrito de Riego 014 [2]. El agua del Rio Colorado, que representa la
principal fuente de recarga para el acuifero del Valle de Mexicali, se caracteriza por poseer
una concentracion de sales que alcanza en promedio las 1000 ppm, lo que ha favorecido la
salinizacion progresiva de los suelos agricolas. La salinizacion del suelo del Valle de Mexical
se ha convertido en una preocupacion primordial de los productores agricolas en relacion con
la rentabilidad de los cultivos [3].

Por otro lado, la proliferacion de sitios clandestinos de disposicion final de residuos sélidos
urbanos (RSU) en el Valle de Mexicali representa una seria amenaza al ambiente. Los impactos
provocados por este tipo de sitios incluyen la contaminacion de suelo, aire, vectores transmisores
de enfermedades, vegetacion, asi como la afectacion de cuerpos de agua superficial y
subterranea [4]. Los lixiviados de vertederos municipales son efluentes complejos altamente
concentrados que contienen materia organica disuelta, macrocomponentes inorganicos, metales
pesados y sustancias organicas xenobidticas [5]. La concentracion total de metales pesados es
un importante indicador de los riesgos de contaminacion. Sin embargo, los metales asociados
con las diferentes fracciones de un suelo tienen diferentes impactos sobre el medio ambiente
por lo que el contenido total de metales pesados por si mismo es insuficiente para evaluar su
impacto ambiental en suelos contaminados. Varios métodos quimicos y de fraccionamiento han
sido desarrollados y aplicados para el analisis de metales en suelos y sedimentos [6]. El uso
de los procedimientos de extraccion secuencial (particion quimica) proporciona informacion
significativa sobre la biodisponibilidad de metales toxicos a los organismos vivos ya que estos
métodos permiten determinar la forma en la que estos elementos se distribuyen en las diferentes
fracciones del suelo [7].

El sitio de estudio colinda al norte con varias parcelas de cultivo de riego por inundacion y
durante cerca de 20 afios operd como un sitio no controlado recibiendo diariamente 30 Ton de
residuos solidos procedentes de diferentes poblados de la localidad. Hoy en dia, este basurero
se encuentra en proceso de regularizacion siendo administrado por la autoridad municipal.
Hasta el afio 2011, se llevaba a cabo la separacion y reciclaje solamente de metales ferrosos y
aluminio mientras que el resto de los residuos era quemado a cielo abierto. La cercania al Rio
Colorado contribuye a que el nivel freatico sea muy préximo a la superficie fluctuando a lo largo
del afio entre los 4 y 1.5 m de profundidad. Con el propdsito de determinar impacto ambiental
provocado por metales pesados (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn), durante febrero y junio de 2017 se
llevd a cabo el muestro y analisis quimico de suelo y agua subterranea en este sitio.

Metodologia

Muestreo y tratamiento de agua. Durante el mes de junio de 2017, se tomaron 08 muestras de
agua de las cuales 06 correspondieron a agua subterranea obtenidas de la red de pozos de
monitoreo instalada y 02 muestras de agua superficial correspondientes a un canal de riego
agricola y al Rio Colorado respectivamente (figura 1). El muestreo se realizé siguiendo las
recomendaciones para estos tipos de aguas [8]. Para la toma de las muestras se emplearon
recipientes de polietileno de 1 L de capacidad. La toma de muestras de agua subterranea se
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realiz6 mediante un sistema de vacio tipo manual de acuerdo con la literatura consultada [9].
Por cada punto de muestreo se usaron dos recipientes uno para analisis de aniones y otro
para cationes y metales pesados. Durante la coleccion del agua, la materia en suspension fue
removida mediante el uso de papel filtro de 0.45 micras. Finalmente, las muestras para andlisis
de cationes y metales fueron acidificadas hasta un pH menor a 2 mediante la adicién de acido
nitrico concentrado.
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Figura 1. Area de estudio

Muestreo y tratamiento de suelo. En base a resultados de estudios previos en cuanto al
contenido total de metales pesados en suelo, l0s cuales evidenciaron un contenido superior a
suelos cultivados de acuerdo con la literatura, en febrero de 2017, se realizé una perforacion
en el area de descarga de residuos soélidos proxima a las parcelas de cultivo. Dicha zona fue
caracterizada como la de mayor impacto. A partir de dicha perforaciéon se obtuvieron muestras
de suelo desde la superficie hasta alcanzar el nivel freatico tomandose una muestra a intervalos
de 50 cm. Dicho muestreo se realizd con base en las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 [10]. El tratamiento de cada muestra de suelo se basd
en lo establecido en el método AS-01 de la referida Norma e incluy6 las etapas de secado,
molienda, tamizado y homogeneizado.

Andlisis de Agua. Parametros fisicoquimicos en agua, tales como pH, temperatura, oxigeno
disuelto, alcalinidad, sélidos disueltos (SD) y conductividad eléctrica fueron medidos en campo
utilizando instrumentos portatiles previamente calibrados. El contenido de cationes y de metales
pesados en agua se determinaron mediante espectrometria de absorcion atomica empleando
un espectrofotémetro marca GBC modelo Avanta.

Andlisis de suelo. Se estimé el contenido de materia organica mediante el método de Walkley
& Black basado en la oxidacion del carbono organico del suelo por medio de una solucion de
dicromato de potasio y acido sulfurico concentrado, con la posterior dilucién de la mezcla y su
valorizacion volumétrica con sulfato ferroso. El pH del suelo se determin¢ electroquimicamente
en la solucion sobrenadante de una mezcla de relacion suelo/agua de 1:2. La conductividad
eléctrica se determind en el extracto de saturacion mediante un instrumento marca HANNA
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modelo HI99301. Se empled el método denominado titulacion rapida de Piper para determinar
el contenido de carbonatos de calcio. La textura del suelo se determind por el método del
hidrémetro de Bouyoucos y se cuantificd el contenido de cationes y aniones en el extracto de
saturacion del suelo.

Extraccion secuencial (particion quimica) de metales pesados en suelo. A una cantidad
adecuada (1 g) de cada muestra homogeneizada se le agregaron diversos reactivos quimicos
ajustandose el pH y sometiéndose a una serie de extracciones sucesivas de acuerdo con la
literatura [7]. De esta extraccion secuencial se obtuvieron 05 diferentes extractos para cada una
de las muestras.

Analisis quimico de metales pesados. A cada extracto obtenido se le analizé el contenido de
metales pesados (Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn) mediante la técnica de espectrometria de absorcion
atémica con un espectrofotdmetro marca GBC modelo Avanta.

Resultados y discusion

Parametros fisicoquimicos. En el cuadro 1 se presentan los resultados de los analisis de los
parametros fisicoquimicas de agua y suelo. En el caso del agua, los valores de pH en general
son neutros, lo que termodinamicamente desfavorece la solubilidad de metales y cationes
[11]. El oxigeno disuelto de las aguas superficiales estd muy por encima del correspondiente
a la muestra de agua subterranea debido su interaccion con la atmosfera favoreciendo la
disolucion del gas. Los valores de conductividad eléctrica y solidos disueltos totales de las
aguas superficiales y subterranea presentan un gran contraste en sus valores. En la zona de
descarga de los residuos, el contenido de SD en las aguas superficiales alcanza en promedio
las 900 partes por millén (ppm), a medida que estas aguas se infiltran a través del subsuelo
se enriquecen en solutos hasta un valor 20 veces mayor respecto al agua subterranea. Por su
parte, las propiedades fisicoquimicas del suelo, medidas a partir del extracto de saturacion,
indican una acumulacion considerable de solutos desde la superficie hasta los primeros 50 cm
de profundidad. A profundidades mayores, se observa una disminucion sensible del contenido
de SD a excepcion de los 150 cm de profundidad donde se aprecia un incremento de solidos,
pero lejos de alcanzar los niveles observados en los primeros 50 cm (Cuadro 1). Los valores de
pH evidencian un suelo con caracteristicas neutras a ligeramente alcalinas lo que favorece la
retencion de metales y cationes. La capacidad de intercambio cationico (CIC) en este perfil de
suelo presenta los valores mas altos que se encuentran tipicamente a los correspondientes a
materiales arcillosos del tipo de la clorita y la mica. La textura del suelo en general corresponde a
los tipos arcilloso y franco-arcilloso. En cuanto al contenido de materia organica, el suelo puede
clasificarse como pobre, por lo que, el mayor contenido de materia organica en |los primeros
niveles de profundidad puede atribuirse tanto a la vegetacion, asi como a los residuos de tipo
organico que se disponen en esta area. La mayor acumulacion de solutos en el extracto de
saturacion ocurre en los extractos de suelo con los valores mas altos de CIC, materia organica
y arcilla. Es importante sefialar que durante la toma de muestras se observé en un horizonte
cercano a los 50 cm de profundidad en el que la apariencia del suelo basicamente consistié en
una mezcla de suelo, cenizas y restos de residuos.

Andlisis quimico de agua. En el cuadro 2 se presentan los resultados obtenidos para el
contenido de iones mayoritarios y elementos traza en agua superficial y subterranea, asi como
los resultados de cationes y aniones solubles en el extracto de saturacion de suelo. En el caso
de los iones mayoritarios, es evidente que el agua subterranea en el sitio de estudio ha recibido
el impacto provocado por las actividades agricolas y de disposicion de residuos, los contenidos
elevados de especies como Na, K, Cl, SO,, HCOS. asi como varios metales pesados lo confirman.
El alto contenido de iones cloruros puede explicarse como consecuencia del impacto del
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basurero en tanto que la actividad agricola constituye un aporte significativo de iones sulfatos
al agua subterranea dado su mayor contenido durante la temporada de riego [12]. En el caso
de las aguas superficiales, aunque poseen un contenido apreciable de iones mayoritarios, en
general se encuentran dentro de los rangos propios de las aguas de tipo continental. Asimismo,
las concentraciones de los elementos traza estuvieron dentro de los valores reportados por

otros autores [5].

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos medidos en agua y suelo — junio de 2017

Superficial

Superficial

Subterranea

Bas 1 0 7.7 41.2 20900 55.8 121 8.5 442 29.3 26.5
Bas 2 50 7.9 23.1 11280 521 10.1 3.2 42.9 27.5 29.6
Bas 3 100 7.4 4.45 2230 43.1 8.7 2.2 29.2 28.1 42.7
Bas 4 150 8.4 5.34 2680 49.7 12.4 2.9 39.5 28.4 32.1
Bas 5 200 8.1 3.84 1925 445 8.8 1.8 324 24 1 43.5
Bas 6 250 7.5 2.48 1252 33.1 7.6 1.6 27.5 24.8 47.7
Bas 7 300 7.6 1.18 594 35.6 8.1 1.4 25.4 28.3 46.3
RC - Agua del Rio Colorado
Canal — Agua de canal usada para OD = oxigeno disuelto CIC = capacidad de intercambio
riego agricola CE = Conductividad eléctrica catiénico (meq/100g)
AS - Agua subterranea en la zona STD = Sélidos totales disueltos MO = Materia organica

de la perforacion

Particion quimica de metales pesados en suelo. La especiacion quimica de metales llevada
a cabo mediante la extraccion secuencial es esencial para estimar su movilidad. El orden de
movilidad de los metales considerando su abundancia en las fracciones es: intercambiable >
unido a carbonato > unido a 6xidos > unido a compuestos organicos > residual [13]. Tomando
como referencia lo anterior, y de acuerdo con los resultados obtenidos (figura 2) puede
afirmarse que el contenido de metales pesados tiende a predominar en las fracciones residual
y materia organica lo que favorece su retencion en el suelo limitando con ello su movilidad. Los
oxidos que contienen metales traza se pueden movilizar en condiciones reductoras y acidas. La
fase organica es de naturaleza relativamente estable, pero puede movilizarse en condiciones
de oxidacion fuerte debido a la degradaciéon de la materia organica [14]. La quema a cielo
abierto de los residuos soélidos, en el sitio, contribuye a la acumulacién de metales en estas dos
fracciones. En la figura 2, se aprecia que el mayor contenido de metales pesados se encuentra
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en las primeras capas del suelo y en concentraciones que superan los rangos tipicos en suelos
sin cultivar. Cadmio. Su contenido fluctud entre 1.4 y 6.4 mg/kg, encontrandose los niveles
mas altos entre los primeros 50 cm de profundidad. A nivel mundial, el rango de Cd en suelos
suele estar entre 0.01 y 1 mg/kg con valor promedio de 0.36 mg/kg [15], las muestras de suelo
analizadas sobrepasaron estos niveles hasta los 150 cm de profundidad. En el &rea de estudio,
la biodisponibilidad este elemento se ve limitada por el pH elevado del suelo (cuadro |) y el
contenido relativamente alto de Ca promoviendo la retencién de Cd preferentemente en forma
de silicatos [16]. Por otro lado, el contenido elevado de Cl (cuadro |) en los primeros 50 cm de
profundidad, favorece la movilidad debido a que el Cd tiende a formar complejos con Cl que
tienden a acumularse en la fraccion intercambiable facilitando el transporte de Cd hacia la fase
acuosa [17]. A mayor profundidad, el menor contenido de cloruros provoca la acumulacion de
Cd en la fraccion residual disminuyendo su movilidad.

Cuadro 2. Resultados de los andlisis quimicos de agua y extracto de saturacion en suelo

Superficial
Canall Superficial 175
AS Subterranea 6170

RC Superficial 0.01 0.08 | 0.01 0.05 | 0.47 | 0.01 15 130 0.02 0.08
Canal Superficial 0.01 0.05 | 0.01 0.07 | 0.52 | 0.01 18 152 0.04 0.04
AS Subterranea 0.74 1.1 0.42 1.8 2.3 1.2 103 | 208 285 237

Bas 1 0 8450 397 2853 478 11456 2305 2025
Bas 2 50 1153 285 2215 381 2127 421 1379
Bas 3 100 542 210 1256 228 1620 391 684
Bas 4 150 330 178 873 180 904 361 509
Bas 5 200 310 175 756 115 542 421 514
Bas 6 250 254 155 680 95 430 330 401
Bas 7 300 285 169 821 65 443 301 364
Concentraciones en mg/L (agua) y mg/kg (suelo)
Elementos Cd, Cr, Cu, Ni, Pb concentraciones en ug/L




‘ Tecnologia en Marcha,
110 IMl vol. 33, N ° 4, Octubre-Diciembre 2020

Cromo. Hasta 150 cm de profundidad, este elemento se encontré en niveles superiores al
rango promedio medido para suelos cultivados (15-70 mg/kg) [18]. EI mayor contenido de
Cr (47-57%) en las muestras de suelo se encontrd en la fraccion residual. Lo anterior es
consistente con lo reportado en diversos estudios y puede atribuirse a la baja tendencia del Cr
a formar los oxianiones cromato y dicromato [19]. La siguiente fraccion en importancia fue la
materia organica (23-33% del Cr total en suelo). Bajo las circunstancias anteriores, el cromo no
representa un riesgo significativo para la biota y la vegetacion en el area de estudio por su baja
biodisponibilidad [20].

Concentracién (mg/Kg) Concentracion (mg/Kg)
0 2 4 6 0 2 40 60 80 100 20
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Figura 2. Particion quimica de metales pesados a través de la zona vadosa
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Cobre. Su contenido promedio en suelos cultivados oscila entre 10 y 40 mg/kg [18].El cobre
junto con el zinc son micronutrientes, sin embargo, a medida que se vuelven abundantes sus
efectos adversos son evidentes. El Cu no se bioacumula a través de la cadena alimenticia
lo cual minimiza sus efectos toxicos. Uso origen en suelos cultivados en parte es promovido
por el uso extensivo de fertilizantes, bactericidas y fungicidas. En el sitio de estudio se
encontrd que este metal supera el rango promedio para suelos cultivados a lo largo de la 2V,
concentrandose en las fracciones residual y materia organica, aunque también se distribuye
de manera significativa en las fracciones carbonatos y 6xidos de Fe y Mn. El cobre tiende a
formar complejos con materiales arcillosos, hidroxidos metélicos y materia orgénica [14]. En
suelos de naturaleza calcarea es ampliamente reconocida su asociacion y retencion debido a
su tendencia a acumularse en las fracciones residual y de oxidos [21].

Niquel. El rango de concentracion de este metal para suelos cultivados se encuentra entre 2
y 18 mg/kg [18]. Los procesos de adsorcion/desorcion de Niguel son importantes en suelos
no contaminados de pH bajo mientras que los procesos de precipitacion/disolucion son
favorecidos en suelos con pH elevado y con cantidades apreciables del metal. El Niquel
suele ser fuertemente absorbido en las formas Ni*? y NiOH*. La mayor parte del Niquel que es
desechado al ambiente termina siendo adsorbido por la materia organica y diversos materiales
arcillosos contenidos en el suelo favoreciendo su inmovilizacion [22]. En la zona de estudio,
la distribucion de Niquel a través de la ZV se concentrd principalmente en la fraccion residual
(~70%), seguida de la fraccién de carbonatos (~11%) mientras que en el resto de las fracciones
el contenido oscilo entre 4y 7%.

Plomo. Los efectos nocivos de plomo en los cultivos incluyen reduccion de la actividad
fotosintética, inhibicion del crecimiento, reduccion de la absorcion de agua y transpiracion. En
suelos cultivados, este metal se encuentra en un rango que oscila entre 3 'y 27 mg/kg [18]. En
el sitio de estudio, se encontrd en cantidades muy superiores al rango sefialado sobre todo en
los primeros 50 cm de profundidad superando los 200 mg/kg, siendo la fraccién dominante la
residual seguida de la materia organica. Por lo anterior, la ocurrencia de este metal es atribuible
a la disposicion de los residuos solidos ya que suele estar presente en materiales ceramicos,
plasticos, aleaciones, pigmentos y vidrio. En el suelo, el Pb es relativamente inmaovil debido
la tendencia a ser transformado en compuestos de baja solubilidad como sulfatos y fosfatos
ademas de que forma complejos con materia organica y arcillas. Finalmente, se ha investigado
la adsorcion de este metal por calcita encontrando una elevada velocidad de adsorciéon en
la superficie del mineral a pocos segundos de su contacto, sin embargo, este proceso no es
irreversible por lo que la liberacion del plomo por desorcion es posible [23].

Zinc. Se encuentra en suelos cultivados en un rango promedio de concentracion entre 37 y
68 mg/kg [18]. Su movilidad suele estar muy relacionada con el pH de los suelos, en general,
el potencial de disolucion disminuye drasticamente a valores de pH de 6 o superiores. La
disminucion de la solubilidad del zinc por el incremento del pH se debe a una mayor capacidad
de adsorcion de las superficies solidas del suelo que incrementan sus cargas negativas
atrayendo Zn*? provocando a su vez la quimisorciéon en calcita y la coprecipitacion en éxidos
de Fe [24]. Por otro, lado, el zinc tiende a formar complejos con la materia organica con
relativa rapidez frenando la actividad del ion Zn*? [25]. Los resultados de la particion quimica
de este metal revelan que tiende a distribuirse preferentemente en las fracciones residual,
materia organica y oxidos de Fe y Mn. El contenido de zinc super¢ el reportado en la literatura
para suelos cultivados alcanzando concentraciones entre 100 y 230 mg/kg, esto hasta una
profundidad de 200 cm.
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Conclusiones

El presente estudio demuestra la capacidad de impacto que poseen conjuntamente la actividad
agricola y la disposicion de residuos solidos tanto en suelo como en agua subterranea en sitios
con escasa precipitacion pluvial y nivel freatico somero. Aunque las propiedades fisicoquimicas
del suelo favorecen la retencion de contaminantes, el riego agricola y la variacion del nivel
freatico a lo largo del afio han contribuido a la contaminacion del agua subterranea sobre
todo en las épocas del riego en las que el nivel del agua se eleva hacia las capas menos
profundas ocasionando el lavado y arrastre de solutos, entre ellos metales pesados, a pesar de
la tendencia de estos a complejarse con las fracciones menos moviles del suelo. En general,
el contenido de metales pesados (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn) se encontré en niveles que superan
los rangos promedios encontrados en suelos cultivados preferentemente en los primeros 50 cm
de profundidad.
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Abstract

Mycorrhizal fungi are classified as ectomycorrhizae (EM) and endomycorrhizae, which include
arbuscular mycorrhizas (AM). They colonize over 80% of land plants roots and provides them
with nutrients from the soil and a hyphal network named wood wide web. This review describes
the interactions in which mycorrhizal networks are involved. From a practical point of view, EM
can be more beneficial than AM for plant development and the relationship between fungi and
plants is conditioned by external factors. The investigation also showed that mycelium can
transfer a wide variety of compounds and signals among plants that can modify their behaviour
to protect the network as a whole. Carbon transfer is an important tool to achieve that and can
promote forests regeneration. These findings emphasize the complexity of forests relations, and
the importance of study their dynamics to guarantee its conservation.

Palabras clave

Ectomicorrizas; micorriza arbuscular; simbiosis; comunicacion de plantas; intercambio de
carbono.

Resumen

Los hongos micorricicos se clasifican como ectomicorrizas (EM) y endomicorrizas, que incluyen
micorrizas arbusculares (AM). Colonizan mas del 80% de las raices de las plantas terrestres,
proporcionando nutrientes del suelo y formando una red de hifas llamada internet de las
plantas (wood wide web). En esta revisién se describen las interacciones en las que estan
involucradas las redes de micorrizas. Desde un punto de vista practico, las EM pueden ser
mas beneficiosa que la AM para el desarrollo de las plantas y la relacion entre hongos y plantas
esta condicionada por factores externos. La investigacion también mostré que el micelio puede
transferir una amplia variedad de compuestos y sefiales entre las plantas, que pueden modificar
su comportamiento para proteger la red en su conjunto. La transferencia de carbono es una
herramienta importante para lograrlo y puede promover la regeneracion de los bosques. Estos
hallazgos enfatizan la complejidad de las relaciones en los bosques y la importancia de estudiar
su dinamica para garantizar su conservacion.

Introduction

The transition of plants to the earth, 470 million years ago, was based on the emergence of
cooperation between plants and soil microorganisms, supported according to fossil records and
the conserved mechanism for recognition between organisms [1].

Globally, in over 80% of land plants, roots associated with the soil fungi, forming chimeric organs
called mycorrhizae, and numerous ecosystems are dominated by mycorrhizal plants, in a gram
of soil can be meters of mycorrhizal hyphae. This suggests mycorrhizal fungi may represent
the most abundant plant mutualist [2]. The word mycorrhiza is the union of the Greek terms
associated with “fungi” and “root”. Mycorrhizal fungi create an extensive net of hyphae in the soil,
the place called the internet of plants, which can be related to plant plants to offer an efficient
horizontal transfer of nutrients [3].
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Mycorrhizal fungi classification cannot be realized easily, since, mycorrhizal fungi are a variable
aggregate of species distributed in various fungal taxa [4]. Commonly, mycorrhizae are classified
in ectomycorrhizae (EM) when the hyphae form networks in the intercellular spaces of the root,
and endomicorrhizae when they colonize the inside of the cells. Endomycorrhizae is divided into
orchids, ericoids and arbuscular mycorrhizae (AM) [3].

The life cycle of mycorrhizal fungi has a stage in which these are not associated with the root;
however, the rest of the time, they are always associated with higher plants, such as forest
species and grasses, among others. They have an important role in the cycle of nutrients
through the specific activity of their mycelium to absorb nutrients from the soil and provide them
to the plant [4].

This review seeks to provide an overview of mycorrhizal interactions between the fungus and the
plant, the connection between plants mediated by mycorrhizal networks and special emphasis
on the transfer of carbon through mycorrhizae, conducting a compilation of updated research
on the subject.

Plant-mycorrhizal interaction

The plant-mycorrhizal interaction can occur mainly in two ways: by ectomycorrhizae (EM) or by
arbuscular mycorrhizae (AM).

==
=

Hyphopodium

Arbuscules

Figure 1. Root colonization in EM (left) and AM (right) interactions. Obtained from [4].

To begin with, ectomycorrhizae interactions are described. Mechanism of formation of the
ectomycorrhizal fungus begins when a layer of thick and closely formed hyphae surrounds the
tip of the root, then, the Hartig network, which are hyphae surrounding the epidermal cells, forms
inside the root (see figure 1). EM fungi have a dual lifestyle: they live as symbionts when they
colonize the lateral roots of trees with mycorrhizae coating and can also live in plant roots, as
facultative saprotrophs in the soil, in addition, their growth capacities in Petri dishes have been
demonstrated [4].
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On the other hand, arbuscular mycorrhizae do not colonize the tip of the root. Since only a
hifopodium forms in the epidermis of the root, which comes from a hypha generated from a
spore. Finally, colonization occurs both between the intercellular spaces and within the cell
where arbuscules are formed, which are hyphae in the shape of a small tree [4].

Influence of the mycorrhizal interaction in the nutrition of plants

The factors that regulate the diversity of plant species are not yet determined. However, an
important factor is the relationships established between the plant and other organisms, whether
beneficial or not.

A relevant relationship is the symbiosis between plant and fungi, which directly influences
the nutrition of the plants and therefore their development. Nevertheless, the benefit of this
interaction depends on the type of mycorrhiza that forms, in particular between dominant
arbuscular mycorrhizae (AM) and ectomycorrhizae (EM).

For instance, EM interaction provides better access and transfer of nitrogen to its associates,
so that adult trees with EM more systematically facilitate the recruitment of seedlings than trees
with AM [5]. This makes EM mycorrhizae more beneficial in systems with nitrogen limitation [6].

In addition, it has been confirmed that EM fungi offer greater protection against patogens than
AM fungi because they form an envelope at the tip of the root [7]. By the above mechanisms, the
survival of young EM plants is greater than that of AM seedlings. Therefore, plant-soil feedback
may be more negative for plants with AM mycorrhizae than those of EM plants.

Research conducted by [8], indicates; first, most species of EM have shown positive plant-sail
feedback and, on the contrary, most AM species shows negative feedback. In addition, the
phylogenetic distribution of mycorrhizae and not of trees determines phylogenetic influences
in plant-soil feedback, however, this does not occur in all environment. Plant-soil feedback
continued negative for AM plants and positive for EM plants, regardless of the substrate used
for growth. This indicates that plant-soil feedback strongly influences the type of mycorrhiza
present. However, there is a possibility that the plant-soil feedback for the different types of
mycorrhizae is influenced by other factors that are not controlled or measured as the availability
of nitrogen in its different forms.

Second, the EM roots had greater mycorrhizal colonization and maintained the size of the
radicular lesions in the different duels, which indicates a certain specificity in the EM relationship.
On the contrary, the colonization of the AM roots was similar in different soils but with more
radicular lesions. In addition, greater lesion density than the colonization density for the two
types of mycorrhizae was observed, possibly due to competition for space at the root of the
resources, although the densities of the lesions for the AM species remained high, except for
the trees with more mycorrhizae.

By combining the above results, it could be inferred that young EM plants benefit more from the
abundance of specific EM fungi that protect them more from antagonists, whereas compatible
AM fungi are less specific and appear everywhere, AM seedlings are more damaged by the
pathogens, probably because AM colonization provides less protection.

Therefore, EM fungi improve the survival of plants by reducing root damage. However, to reach
a conclusion, more extensive tests are needed to establish if this fact shown in all plants with
mycorrhiza EM. Since, the improvement in plants could be due to indirect effects such as
improvement in nutrition and not direct protection against antagonists.
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Evolutionary stability of mycorrhizal interaction

One of the great questions regarding mycorrhizae is how this symbiosis has evolved successfully,
despite the diversity of resources provided by fungi (protection against pathogens, tolerance to
drought, trace elements and vitamins) [9]. Accordingly, until now, it is not known how the plant
can evaluate and favor a specific fungus according to the benefits offered.

Second, giving resources to another agency is considered a high expense, however, fungi often
reduce the root:shoot proportion of the host plants, which reduces the carbon assigned to the
roots and reduces the cost of associating with AM fungi. Furthermore, in EM associations organic
carbon may be in greater quantity than is necessary for the plant, thus, it is not an expensive
resource for plants [10]. The exchange of these surpluses could be beneficial for both partners
if none the carbon for the seedling nor the nutrients for the fungus are limited. In complex
associations, plants are not necessarily able to discriminate among the associated fungi.
Therefore, the carbon can be distributed in a non-directional way between the fungal partners
present in the root system. In this scenario, carbon is considered to be a good of everyone,
enjoyed by the most and least beneficial symbiotes [11]. It has been shown that the exchange
of such commons is evolutionarily stable [12]. Similarly, if the cost of relating to cheaters is low,
the regulation of biological markets is less important for evolutionary stability.

Third, the costs and benefits of symbiosis differ greatly with the temporal and environmental context
[13].To cite an example, the relative accessibility of phosphorus and nitrogen in the substratum
greatly influences the beneficial effects of the symbiosis. Soils limited in phosphorus, it has been
shown that fungi are beneficial for plants, whereas in soils limited in nitrogen the same fungi
can suppress growth [14]. Consequently, the symbiotic relationship should be considered as a
“conditional mutualism” since it can not be beneficial in all situations. Therefore, for a symbiote,
it is complicated to estimate the benefit of a current relationship, since investing now in a non-
beneficial partner may be important for future survival under different environmental situations
[15]. To cite an instance, the exchange of resources does not immediately match in time but is
done on the basis of “receive now, give later” [16]. In conclusion, the identity of the partners
and factors such as the environment, the efficient acquisition of complementary resources, strict
reciprocity and multifunctionality directly influence cooperation in the mycorrhizal symbiosis.

Plant-to-plant interactions

Mycorrhizal networks that colonize plants roots can cause rapid changes in their behaviour, in
response to biochemical communication that fungi transmit through them. In plants, behaviour
is defined as the response to environmental stimuli, expressed by changes in morphology
or physiology that are not part of the basic development processes [17]. This plant-to-plant
dialogue leads to changes in root and shoot growth, photosynthetic rate, nutrition, defense
against plagues and pathogens, drought resistance, among others; and the relation can be
between individuals of the same species, with a specific response if they are the same kin or
not, and between unrelated species.

The behaviour of plants connected to a mycorrhizal network depends on the nature of the
organisms involved, the environmental conditions and the specific needs of each of participants
in the communication, including the mycorrhizal fungus [18]. For instance, if the network
receives more carbon than it requires from a plant, the excess could be transferred to another
plant in need, to protect a potential carbon source for the future. For the fungus, having a greater
variety of plants populations brings more stability and lower risk than rely on a single group of
similar organisms [19], as a broader range of stress response signaling and nutrients donors can
benefit the whole connected community, therefore the fungus [20]. Even though the mycorrhiza
prefers a variety of species in the network, the plants expose different responses to the net
whether the connected plants are related or not, as highlighted in the following sections.
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Intraspecific communication: protection of seedlings and kin plants

Despite the widespread belief that trees relations in a forest are exclusively competition,
conspecific plants have developed strategies to protect each other and promote their
development, and mycorrhizal networks represent an important tool for this. For instance, the
resource transfer through fungus has an important impact in the regeneration of mono-specific
forests, as it has been demonstrated in Douglas-fir forests (Pseudotsuga menziesii) by many
authors. It was found by [21] that older trees transfer carbon, nitrogen, and water to seedlings
to encourage rapid development of their photosynthetic rates, while [22] alleged that when
humidity is limited, redistributed water through mycorrhiza allows shallow-rooted seedlings to
maintain the hydraulic potential of the stand structures. This behaviour present plasticity, i.e.,
the transference of water and nutrients are not directly related to each other, instead, it happens
according to the specific needs of the ecosystem in a place and moment. This intelligence in
the management of resources leads to improved seedling survival, increasing the regenerative
capacity of the forest even under conditions modified by climate change, as drought stress, by
transferring water from replete to stressed individuals [23].

Besides water and nourishment, mycorrhizal networks also convey biochemical signals when a
plant is under the attack of a plague or parasite. This signaling triggers a behavioural response
in foliar defense chemistry or pest resistance, as reported by [24], they discovered that when
a plant of broad beans (Vicia faba) connected to a network is attacked by aphids, it sends
a message to neighbouring plants, which respond by producing methyl salicylate, to cause
repellency to the attackers and attraction to aphid-enemies like parasitoids.

The relatedness of the plants joined by the mycorrhizal fungus determines their behaviour. It was
discovered that individuals of common ragweed (Ambrosia artisifolia L.) showed better foliar
nutrition when they were grown with siblings than when growth with conspecific strangers and
this improvement was directly related with higher root colonization and fungi growth [25]. This
plant kin recognition is supposed to be related to root exudates that give the mycorrhizal fungus
information about the genetic identity of the plant [26], and mycorrhizal fungi can identify and
transfer this information to the plants. Other studies over the Douglas-fir mycorrhizal network
found that more carbon is transmitted to younger kin plants than to stranger seedlings, giving
the kin buds more opportunities to grow and development [27].

Interspecific cooperation in favor of the community

Although plants conduct efforts to favour the survival of kin individuals, for the fungi this
relatedness lacks importance provided that it has a durable carbon source. This causes that
mycorrhizal networks generate pathways between plants for transferring nutrients, water, and
biochemical signaling, creating interspecific relations. As mentioned before, mixed species
contribute to the stability of the mycorrhiza, due to the lower risk of losing the whole carbon
source in comparison to monocultures [17]. These situations do not seem to be equally
beneficial to the involved plants, for example, it was found that in a mixed culture, flax received
huge percentages of nitrogen and phosphorus from the mycorrhiza, and it gave in return small
amounts of carbon. On the other hand, sorghum plants invested significant amounts of carbon
and gained few nutrients, resulting in no positive growth effects for sorghum. In spite of the
seemingly obvious disadvantage for the sorghum, both crops were more productive when they
were mixed, although one of them received more resources from the network [28].

It was discussed before that Douglas-fir trees donate resources to protect conspecific seedlings,
but in addition, they can transfer photosynthates to nearby plants belonging to the unrelated
spices paper birch (Betula papyrifera), and these neighbours pass the same amounts of carbon
back in a different season [29]. Another investigation conducted by [30] found that Douglas-
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fir cooperates with ponderosa pine (Pinus ponderosae) when one of them result damaged.
Defoliation of Douglas-fir caused by western spruce budworm triggered the transference of
carbon from the damaged tree to neighbouring ponderosa pines, and also the recipient of the
message increased the activity of defense-related enzymes. Although the damaged tree does
not seem to receive a direct benefit, the permanence and strength of the mycorrhizal network
and the other trees will benefit the health of the forest.

These examples shed light upon the reasons that encourage a plant to donate to the mycorrhiza
carbon that may be transferred to a plant that is not related to it, and send defense signals when
suffering the attack of a pathogen or herbivores. Being connected to a diverse mycorrhizal
network represents an evolutionary advantage because the mycorrhiza acquires more adaptive
capability due to the variety of responses of the various species, and simultaneously gives the
plants tools to cope with the variability of the environment effectively [17].

As well as beneficial compounds and signaling can travel through fungus mycelium, mycorrhizal
networks can distribute allelochemicals and herbicides in the soil, increasing the negative effect
in exposed plants. Tomato plants have shown reduced growth due to the strong contribution
of mycorrhiza to the transport of naturally released juglone, an allelochemical produced by
Juglans regia [31]. Another study [32] reports the facilitation of allelochemicals and herbicides
through mycorrhizal networks, affecting the development of receiver plants. Another competitive
response is the increase in the production of the allelopathic compounds conducted by wheat
(Triticum aestivum) when close neighbours are detected through the mycorrhizal network [33].

Carbon Exchange

Over the years the importance of the carbon cycle has been known, but knowledge about the
reservoirs that exist on the planet is very limited, interest in this topic has been growing due to
the risk in which biodiversity is found in the forests, therefore, its importance to understand the
evolution and biogeography of mycorrhizal fungi and their fundamental role in the carbon cycle
and the earth’s climate system [34]. Over time, the benefits of mycorrhizae have been studied
from a nutrient supply perspective, but until recent years research has focused on how these
underground roads formed by large amounts of mycorrhizal fungal hyphae are able to transfer
considerable quantities (> 1 g) of mobile carbon compounds between networks established
between trees [35]. According to [36] up to 20% of the carbon fixed by the plant is transferred
to the mycorrhizae.

In the last decades the developed studies have sought convincingly to determine that one of the
most important functions of mycorrhizae is the ability to connect trees of the same or different
species. These functional associations have been demonstrated in species such as Alnus,
Betula, Larix, Picea, Pinus and Pseudotsuga interconnected by mycorrhizae that belong to the
genders Amanita, Paxillus, Pisolithus, Scleroderma, Suillus and Thelephora [37]. But until August
1997, ecology professor Suzanne Simard and her collaborators suggested for the first time that
mycorrhizal networks connected different tree species and that the carbon transfer that occurred
between them was bidirectional [38].

In order to suggest that this exchange between trees or plants occurs, a series of questions
were raised, including how much carbon was transferred, since if only small quantities were
involved, this process did not have a relevant importance at the ecological and physiological
level. Therefore, whether the transferred carbon was moved to the cells of the plant or remained
in the fungal structures, this was due to the fact that if it remained inside the fungus it could not
be used by the plant as a carbon source, so it would not influence the competitive relationships
between neighboring plants. Another important question is the direction of the transfer, if this



Tecnologia en Marcha, ‘
Vol. 33, N.° 4, Octubre-Diciembre 2020 M 121

occurred in one direction could be a parasitism and not a symbiotic relationship and finally,
focuses on the role played by the links between hyphae, if the transfer of Carbon was produced
mostly through the soil would relate to the normal carbon cycle and it would not be necessary
to think that mycorrhizal networks played an important role in the process, otherwise if it was
proven that mycorrhiza greatly influenced the transfer, converting them into physiologically and
ecologically important elements.

Stable labeling of carbon isotopes

To answer the series of questions established by Simard, research has focused on procedures
for stable labeling of carbon isotopes, it is necessary to clarify that the labels have been
given several decades ago with various isotopes in order to demonstrate the capacity of the
mycorrhizae to mobilize water, carbon, phosphorus and nitrogen in interconnected plants or
trees but recently the procedures are based on demonstrating and quantifying the transfer of
carbon between the same or different species of plants or trees that are in the same area.

Isotopes are different forms of the same chemical element that have the same atomic number of
protons but different number of neutrons [39], the process that is part of the labeling is the isotopic
fractionation, which is based on the mass differences between the isotopes of the same element
causing them to behave differently in many environmental and physiological processes, producing
variations in their relative abundance causing an increase or decrease in proportions [40].

The isotopes used in the investigations have been the stable isotope of carbon dioxide C-13
and the radioactive carbon dioxide gas C-14 [41]. According to [38] the process consists of
taking at least three different species of trees as samples, covering them with plastic bags and
injecting them with a different isotope to each one, this is done in order to prove if there is a two-
way communication between the species, it is estimated that in an hour the samples will absorb
CO2 through photosynthesis, transform them into sugar and send it to the roots. It was checked
through the isotopes, that if one of the samples was blocked preventing it from absorbing
sunlight, the other species connected to the network was going to transfer the carbon it required,
affirming the communication or bidirectional transfer that Simard indicated, while if any of the
three species was not part of that connection there would be no transfer.

Interaction between trees

One of the factors that most influence this transfer is the season of year, since according to
the species that are interconnected these will have morphological and physiological changes
seeking to adapt the environment, which will have greater or lesser need for carbon, therefore,
they will take on the role of emitter or receiver [42], which would make the trees cooperative
rather than competitors as has always been believed.

From this it began to be known that the huge network formed by mycorrhizas were the cause
of this communication, which worked as the internet, where everyone could communicate with
everyone, it was discovered that there were mother trees or nuclei that fed the youngest [43], in a
single forest these nuclei could be connected with thousands of trees and even small seedlings,
making these last ones have a higher survival rate thanks to the large amount of nutrients and
carbon that are transferred to them.

These nuclei or mother trees have a greater connection with those of the same species, send
larger amounts of carbon to the seedlings that are their relatives, even colonize them with larger
mycorrhizal networks and reduce the competition of their own roots by creating their children a
“protection” framework [44]. When the mother trees are wounded or dying they send wisdom
signals to their seedlings, increasing the carbon transferred and the defense signals, teaching
the future generations to resist all the factors that threaten their survival, increasing all the
resistance in that community.
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All this leads us to think about the importance not only of the trees but also of the network that
they make up and how the constant felling attacks against all that wisdom, all that feedback and
resistance that the larger trees and their network of mycorrhizae provide.

Conclusions

It is necessary to visualize forests as complex systems with a high capacity for self-regeneration
thanks to all that information that crosses the mycorrhizal networks, how they allow a diversity of
species, genes and genotypes to interlace to form a community resistant to the constant change
that suffers the planet. This research gave a general vision, starting from the small unit called
mycorrhiza, to a huge network formed by thousands of trees and plants connected to each
other, forming a cooperative relationship to guarantee their survival. It is imperative to propose
solutions to the threat of losing that communication and that important balance generated by
this network, consider actions such as becoming more involved with the importance of forests
to preserve all natural processes correctly, conserve mother trees and networks since these are
genetic repositories that allow knowledge to be transmitted, we must cut down less and reforest
more, but in an intelligent and diverse way and thus guarantee that all this varied interaction
establishes a resistance to the imminent damage that the human being is generating to the Earth.
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Resumen

El cancer es una enfermedad compleja, heterogénea y dinamica, caracterizada por una
mitosis descontrolada. Histéricamente, se ha tratado con cirugia, radioterapia y quimioterapia,
y en afios mas recientes mediante la inmunoterapia. Para ello, se han investigado distintas
proteinas para la modulacion de la respuesta inmune. Un grupo de estas son las C-ficocianinas,
biliproteinas proveniente de microalgas verde azuladas como Spirulina platensis. El ambiente
antiinflamatorio en personas sanas es una medida profilactica para disminuir el riesgo de
desarrollar un determinado tipo de cancer. Su ingesta ha mostrado ese comportamiento,
al suprimir la liberacion de sustancias proinflamatorias. También se ha apreciado un efecto
inmunomodulador al aumentar o disminuir la expresion de CD59, asi como al ocasionar la
proliferacion de macréfagos y la liberacion de sustancias inflamatorias. Esto Ultimo es un
indicativo de que no se cuenta con informacion suficiente para corroborar su uso como opcion
profilactica o terapéutica contra el cancer. Por ello, es trascendental la informacion sobre
sustancias naturales como estas, porque aungque Sse ven mas atractivas para tratar dicha
enfermedad, no existen efectos terapéuticos totalmente comprobados.

Keywords

Cancer; immunotherapy; C-phycocyanin; immune response.

Abstract

Cancer is a complex, heterogeneous, and dynamic disease, characterized by uncontrolled
mitosis. Historically, it has been treated with surgery, radiotherapy and chemotherapy, and
immunotherapy in more recent years. For this, different proteins have been investigated for the
modulation of the immune response. A group of these are C-phycocyanins, biliproteins from
bluish-green microalgae such as Spirulina platensis. The anti-inflammatory environment in
healthy people is a prophylactic measure to reduce the risk of developing a specific cancer type.
Its intake has shown that behavior, by suppressing the release of pro-inflammatory substances.
An immunomodulatory effect has also been appreciated by increasing or decreasing the
expression of CD59, and causing the macrophage proliferation and the release of inflammatory
substances. The latter is an indication that there is insufficient information to corroborate its use
as a prophylactic or therapeutic option against cancer. Therefore, the information about natural
substances such as these ones are transcendental, because although they are more attractive
to treat said disease, there are no fully proven therapeutic effects.

Introduccién

El cancer es una enfermedad compleja, heterogénea y dinamica que involucra muchos
componentes moleculares. Afecta a toda poblacion y el reto principal es evitar su génesis y su
progresion [1].

A nivel mundial, la cantidad de casos va en aumento. Segun la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), en el 2015 fue de la primera a la cuarta causa de muerte antes de los 70 afios
en 113 paises. Ademas, la incidencia en el 2018 fue de 18.078.957 casos de todos los tipos de
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cancer y la mortalidad correspondié a 9.555.027 personas. Por continentes, un 48,4 % de los
casos se presentd en Asia (cuenta con el 60 % de la poblacién mundial), seguido por Europa
conun 23,4 % (9 % de la poblacion global), América 21,0 %, Africa 5,8 % y Oceania 1,4 %. Con
respecto a la mortalidad, en Asia fue de un 57,3 %, y le sigui6 Europa (30,3 %), América (14,4
%), Afica (7,3 %) y Oceania (0,7 %) [2].

En lo que respecta a Costa Rica, segun datos del Ministerio de Salud, para el 2014 la incidencia
en mujeres registré un total de 6.056 casos y en hombres 4.850 casos. La provincia de mayor
incidencia fue San José, tanto para hombres como para mujeres. Con respecto a la mortalidad,
en el 2015 murieron 2.091 mujeres y 2.576 hombres por esta patologia [3].

Existen diversas causas asociadas al desarrollo de cancer, entre ellas: consumo de tabaco,
infecciones por agentes como Helicobacter pylori, virus de hepatitis By C, y virus del papiloma
humano, obesidad, consumo de alcohol, dietas ricas en carnes rojas y procesadas, factores
genéticos, exceso de luz solar, inactividad fisica, pobre nutricion, exposiciones ocupacionales
e inmunosupresion [4].

Para ello, se han investigado distintas proteinas para la modulacion de la respuesta inmune y asi,
emplearlas como opciodn terapéutica contra el cancer. Un grupo de estas son las C-ficocianinas.
Son biliproteinas provenientes de las micro algas verde azuladas como Spirulina platensis [5].

Por ello, el objetivo de la presente investigacion fue revisar la informacion relacionada a las
C-ficocianinas como moduladoras de la respuesta inmune para el tratamiento contra el cancer.

Generalidades del cancer

El crecimiento celular es un proceso esencial de todas las células del cuerpo, pues se relaciona
con la renovacion de tejidos dafados, la produccion de nuevos tejidos y el recambio de células
en sitios como la piel, el pelo y el epitelio. El ciclo celular implica la replicacion del material
de la célula, incluyendo el ADN. En el caso de este material genético, sus mecanismos de
replicacion poseen altos niveles de efectividad, porque mantienen una probabilidad muy baja
de la colocacion errénea de bases nitrogenadas por parte de la ADN polimerasa. No obstante,
un error puede desencadenar una mutacion [6] [7] [8].

Una mutacion conlleva a que una célula sea capaz de reproducirse, a pesar de no ser funcional.
Estas células no funcionales propician la creacion de tejidos causantes de fallas fisiolégicas,
capaces de inducir efectos letales en las personas. Las mismas son llamadas cancerigenas.
Aunque conservan la replicacion y el crecimiento, tienen un ritmo elevado con respecto a las
demas [8].

Existen muchos tipos de cancer de acuerdo al tejido afectando. Aunque todos presentan el
mismo principio fisiopatoldgico, algunos son mas frecuentes en comparacion con otros. Los tipos
mas comunes en orden de mayor a menor son: pulmonar, hepatico, colorrectal, gastrico y de
mama [9] [10] [11] [12]. Las probabilidades de generar células cancerigenas por una mutacion
en el ADN son bajas, pero existen factores que aumentan la probabilidad de las neoplasias
como la exposicion a rayos ionizantes (ultravioleta, X, gamma), que generan el rompimiento y
la transposicion de secuencias génicas en el ADN. Como complemento, sustancias quimicas y
su prolongada exposicion pueden llevar a la generacion de especies reactivas de oxigeno que
inducen mutaciones. Ejemplo de ellas son el tabaco, las aflatoxinas, el arsénico y el alcohol.

Ademas, se ha estudiado la asociacion de microorganismos que puede ocasionar un tipo de
cancer posterior a una infeccion microbiana. Un caso documentado son las infecciones por
Helicobacter pylori. Estudios evidencian la relacion de esta bacteria con el cancer gastrico. El
estilo de vida y la dieta de las personas también aumentan la probabilidad de generar células
cancerigenas [10] [12] [13] [14].
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La regulacion del ciclo celular y la proliferacion de las células se da mediante protooncogenes
y otros genes como supresores de tumores, reguladores de la apoptosis e involucrados en la
reparacion de ADN. Estos pueden provocar defectos, llevando a la célula a una proliferacion
anormal. Una célula normalmente posee pasos en su ciclo en los que distintas proteinas
(factores de crecimiento, ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas) activan o desactivan
dichos pasos, permitiendo detenerse o proseguir con su replicacion. Los oncogenes codifican
para oncoproteinas que inducen a las proteinas reguladoras del ciclo celular a fallas, y
consecuente, a una proliferacion sin control [15].

Ademas, la inflamacion es distintiva del cancer. Las células inmunes y los mediadores de
la inflamacion como interleucina 6 (IL-6, citoquina pro y antiinflamatoria), factor de necrosis
tumoral (TNF-a., por sus siglas en inglés, principal citoquina proinflamatoria) e IL-23 (implicada
en inflamaciones cronicas), y especies reactivas de oxigeno crean un microambiente idéneo
para la aparicion de mutaciones causantes del cancer. Por todo lo anterior, el cancer es un
conjunto de enfermedades con caracteristicas similares entre la gran variedad de neoplasias.
Sus signos distintivos son: sefial de proliferacion sostenida, evasion de supresores de tumores,
evasion de respuesta inmune, promocion de la inflamacion, activacion de invasion y metéastasis,
inmortalidad replicable, favorecimiento de la angiogénesis, mutacion e inestabilidad gendmica,
resistencia a la muerte celular y desregulacion de la energia celular [13] [16] [17] [18] [19].

El control inmunoldgico, principalmente por parte de linfocitos NK (del inglés Natural Killer),
elimina células cancerigenas. Estos identifican antigenos presentados en el complejo mayor
de histocompatibilidad tipo | (MHC-I, por sus siglas en inglés), hallado en todas las células
del cuerpo humano. Si son activados, como consecuencia de la presencia de un antigeno en
este complejo, su maquinaria litica permite la eliminacion de las células cancerigenas. Como
complemento, las NK son activadas por aquellas células tumorales que no presentan MHC-I
expresado en su superficie [20].

De forma similar a los NK, los linfocitos T citotdxicos (CD8+) atacan a las células cancerigenas,
mediante su activacion por medio del MHC-I. Las células tumorales al presentar los péptidos
tumorales ocasionan la activacion de los CD8+, las cuales reconocen estos péptidos como
extrafios. Una vez activados, liberan sustancias liticas que inducen la muerte de la célula
dafiada. Ademas, se da la liberacion de interferon gamma (IFN-y, por sus siglas en inglés),
gue modula la respuesta inmune innata, al atraer y activar los macréfagos, responsables de
fagocitar las células tumorales e intentar eliminarlas por completo [21] [22].

No obstante, el cancer ha logrado evadir el sistema inmune para continuar con su crecimiento
exacerbado. Entre los diferentes mecanismos de evasion se pueden mencionar: pérdida del
MHC-I (disminuyendo su expresion en la membrana o modificando proteinas propias del MHC,
que hacen a las células irreconocibles por el sistema inmune), favorecimiento de la proliferacion
tumoral mediante la secrecion de citoquinas supresoras del sistema inmune en el microambiente
tumoral como el factor de crecimiento tumoral § (TGF-B, por sus siglas en inglés) e IL-10, y la
presencia de células T reguladoras con actividad supresora en dicho microambiente [20].

Inmunoterapia y cancer

Junto con las terapias convencionales como la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, con
el paso de los afios se ha comenzado a usar a la inmunoterapia como pilar fundamental contra
el cancer [23].

La inmunoterapia se define como aquella terapia en la cual se usan sustancias para estimular
0 para inhibir el sistema inmune y de esta manera, ayudar al cuerpo a combatir el cancer, las
infecciones y otras enfermedades [24]. Especificamente para el tratamiento del cancer, implica
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el uso de agentes terapéuticos que propician una manipulacion del sistema inmune por medio
de citoquinas, vacunas, terapias celulares y agentes de transfeccion humoral [25].

Estos logran estimular la respuesta antitumoral del huésped, al aumentar el nUmero de células
efectoras y la produccion de mediadores solubles. Asimismo, disminuyen los mecanismos
supresores, promoviendo un entorno de destruccion de tumores y la modulacion de los puntos
de control inmunitarios [25].

No obstante, se debe hacer la salvedad que esta terapia cuenta con mejores resultados frente
a determinados tumores. Algunos poseen mecanismos de evasion de la respuesta inmune,
imposibilitando la deteccion por parte de sus células mediante los mecanismos indicados con
anterioridad. También puede ser empleada para modular la respuesta inmune, impidiendo los
ambientes antiinflamatorios propios de los tumores [26].

La inmunoterapia fue usada por primera vez en los afios 1970s a través de la vacuna del Bacilo
Calmette-Guérin (BCG). Es una forma atenuada de la bacteria Mycobacterium bovis, capaz de
estimular al sistema inmune en el tratamiento contra el cancer de células superficiales de vejiga
y en la inmunidad contra la tuberculosis [27].

En los ultimos afios, en paises como Estados Unidos, se ha dejado de usar, debido a sus
efectos adversos. Junto con ello, presenta un riesgo (aunque bajo) de infeccion por eficacia
variable en la prevencion de la tuberculosis pulmonar en adultos e interferencia en la reaccion
a la prueba cutanea de la tuberculina [28].

Enla misma época, se dio el desarrollo de los interferones. Se trata de un grupo de glicoproteinas
producidas naturalmente en el organismo de los mamiferos. Cuentan con diversos modos
bioguimicos y celulares de accion que han demostrado actividad en el tratamiento de numerosas
y diversas enfermedades malignas como el melanoma [29] [30].

En el afio 1976, se dio el descubrimiento de la interleucina-2 (IL-2) como un factor promotor del
crecimiento celular (TCGF, por sus siglas en inglés) [31]. La IL-2 es un potente activador de los
linfocitos T, las células NK, los macréfagos vy los linfocitos B. Asimismo, estimula la liberacion
de varias citoquinas. Su efecto antitumoral es mediado por la promociéon de la activacion de
las células NK, las células asesinas activadas por linfoquinas (LAK, por sus siglas en inglés)
y otras células citotoxicas, asi como la induccién de IFN-y (potencia la transcripcion de genes
involucrados en actividades inmunomoduladoras, antivirales, antitumorales y antiproliferativas,
y aumenta las actividades citotoxica y fagocitica de células presentadoras de antigenos) [32] y
TNF-a (promueve la expresion de genes proinflamatorios y de autoinmunidad) [33].

Como complemento, su uso en terapia génica contra cancer se ha empleado en diversos
modelos tumorales preclinicos, incluyendo carcinoma hepatocelular, carcinoma de cabeza y
cuello, sarcomas, plasmocitoma, carcinoma de mama, linfomas y cancer cervical [34] [35] [36].

Otro acercamiento de la inmunoterapia es la regulacion de los llamados puntos de control.
De esta manera, las terapias se dirigen hacia las moléculas que sirven como controles en la
regulacion de las respuestas inmunes y bloquean las moléculas inhibitorias de tales respuestas.
Ademaés, activan aquellas que mejoran la funcioén anticancerigena del sistema inmune [25].

En cuanto a las vacunas terapéuticas, potencian el desarrollo de una respuesta inmune contra
antigenos especificos de tumores o asociados a otros tumores. No obstante, el problema es
la obtencién del antigeno, porque son muy similares a los de las células normales vy, por ende,
menos inmunogénicos [37].

Los virus oncoliticos son otra opciéon. La razdn de usarlos e€s que para su replicacion necesitan
destruir las células, como es el caso de las tumorales. La terapia con virus de este tipo
modificados genéticamente puede ocasionar su destruccion y la liberacion de antigenos
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capaces de generar una mayor respuesta inmune contra dicha enferemedad. Entre los mas
usados se encuentran: ONYX015 (dl1520), ICOVIR-7 y DELTA-24 (Ad5/3-D24-GMCSF). Sus
caracteristicas se describen en el cuadro 1 [38] [39].

Dentro de esta estrategia, una de las herramientas mas empleadas son los anticuerpos
monoclonales. Fueron descubiertos en 1975 por Georges Kohler y César Milstein [40]. Son
proteinas obtenidas en el laboratorio que se puede unir a antigenos presentes en el cuerpo,
incluso en células cancerosas. Existen diversos tipos de anticuerpos monoclonales, de acuerdo
con la proporcion del anticuerpo cuyo origen sea humano o de otra especie [41].

Cuadro 1. Principales virus oncoliticos usados en la inmunoterapia [38]

Virus oncolitico Caracteristicas

Adenovirus que carece de la proteina viral E1B, implicada en su replicacion. Sin ella
no puede replicarse en las células que contienen p53 funcional (células normales). Las
células tumorales tienen alterado el p53, permitiendo su replicacion y favoreciendo la
lisis celular

ONYX015 (dI1520)

Cuenta con una modificacion en el gen RGD-4C para que presente selectividad por
las células tumorales. También, para respetar el tejido sano, presenta una modificacion
en el promotor E2F, que esta estructurado en palindromos (tipo de secuencia de
organizacion de ADN, relacionada con la sefial para el inicio de la transcripcion). Con
ello, consigue su unién a la proteina del retinoblastoma Rb-p16, alterada en la mayoria
de los tumores sdlidos avanzados, constituyendo el complejo E2F-pRb.

ICOVIR-7

Desarrollado tras sustituir fibras del adenovirus serotipo 3 en el esqueleto del
adenovirus 5. Con ello, mejora la transferencia de genes, pues el adenovirus 3 se une
DELTA-24 (Ad5/3-D24- | a un receptor no coxsackie, cuya expresion esta aumentada en las células tumorales.

GMCSF) Ademas, este vector quimérico 5/3 expresa el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés), induciendo actividad
inmune antitumoral.

Inicialmente se contd con la tecnologia del hibridoma, la cual usa una célula de melanoma y un
linfocito B. Estos se fusionan y forman un hibridoma capaz de producir este tipo de anticuerpos.
Sin embargo, debido a problemas de inmunogenicidad por su origen murino, se dio un proceso
de humanizacion de los mismos, conduciendo al desarrollo de anticuerpos quimeéricos,
humanizados y humanos, cuya tendencia implica tener una mayor proporcion de naturaleza
humana en la molécula [42].

Una de las aplicaciones de esta terapia es el cancer de mama, uno de los que mas afecta a las
mujeres. Se descubrid que algunos tipos sobreexpresan el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2, por sus siglas en inglés). En el caso del anticuerpo monoclonal
trastuzumab, funciona debido a tres mecanismos: inhibe la autoactivacion del receptor HER-2,
activa la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y promueve la degradacion de este receptor
[43] [44].

Como complemento, combinarlos parece ser un buen tratamiento. Un ejemplo es la combinacion
de la IL-2 y un anticuerpo capaz de reconocer péptidos en la superficie de células cancerigenas.
Por ejemplo, el tratamiento con IL-2 favorecio la funciéon del sistema inmune contra los tumores
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y al vincularlo al anticuerpo ALT-801, se incremento la actividad contra las células cancerosas
[45].

Otra terapia es la basada en células T. Como se menciond anteriormente, son células que
intervienen en mayor medida en la eliminacion de células tumorales. Para esta terapia, se
extraen del paciente y se modifican en el laboratorio para que actien mejor sobre las células
cancerosas Yy las destruyan. Se producen millones de copias de estas células modificadas
y se devuelven al paciente para que combatan el cancer [47]. En el afio 2017, se aprobd el
uso de la terapia con células T de receptor de antigeno quimerico (CAR T, por sus siglas en
inglés) en nifos y adultos jovenes con leucemia linfoblastica aguda a través del medicamento
tisagenlecleucel (Kymriah®) de la casa farmacéutica Novartis [47].

Finalmente, se ha implementado el uso de las células dendriticas (DC, por sus siglas en
inglés). La respuesta inmune adaptativa por parte de los linfocitos T requiere la presentacion
de antigenos tumorales mediante células presentadoras como las DC, los macréfagos vy los
linfocitos B en el contexto del MHC-I. Asi, se han creado DC modificadas para mejorar la
actividad antitumoral [48].

En general, la situacion anterior muestra que existe un nuimero considerable de sustancias
capaces de modular la respuesta inmune contra el cancer. No obstante, la busqueda continda,
y uno de los resultados de esta han sido las ficocianinas.

Generalidades de las ficocianinas

Las ficobiliproteinas son proteinas presentes en las cianobacterias, las algas rojas y las
criptofitas [49]. Estan constituidas por al menos dos tipos diferentes de péptidos, que conforman
la proteina conjugada o apoproteina. A esta parte proteica se unen grupos prostéticos lineales
de tetrapirrol a través de enlaces tioéter de cisteina [50]. Sus subunidades son pigmentos de
colores brillantes, solubles en agua y autofluorescentes. Algunas de las principales fuentes
son: cianobacterias como Arthrospira (Spirulina) plantesis y Arthrospira (Spirulina) maxima,
microalgas, entre ellas, Pyrophyridium sp, Synechocystis sp, Phormidium ceylanicum, Limnothrix
sp, Synechococcus lividus y algunas especies de Nostoc [51].

Estas proteinas se clasifican segun el color observable y el intervalo de absorbancia en:
aloficocianina (APC, por sus siglas en inglés) de color azul-verde (650 a 655 nm), ficocianina
(PC, por sus siglas en inglés) de color azul (610 a 620 nm) y ficoeritrina (PE, por sus siglas en
inglés) de color rosado (540 a 570 nm) [49] [50]

También se clasifican segun la fuente de la cual han sido extraidas en: C-ficocianina (proviene de
cianobacterias o algas verde azuladas), R-ficocianina (se obtiene de algas rojas) y R-ficocianina
Il (proviene de especies de Synechococcus) [52].

La primera estructura elucidada de una ficobiliproteina fue la de la C-ficocianina. Esta se hallé
en Mastigocladus laminosus en 1985. Posteriormente, se reportaron las estructuras de otras
C-ficocianinas presentes en diversos organismos, entre ellos: Agmenellum quadruplicatum,
Fremyella diplosiphon 'y Cyanidium caldarium [53].

En general, se ha reportado que dicha proteina estd conformada por subunidades distintas
llamadas o y B que pueden formar heterodimeros af}. Esta contiene cuatro trimeros (ap),, los
cuales se ubican cara a cara para formar dos hexameros (af), [53].

Recientes investigaciones demuestran que la C-ficocianina presente en Arthronema africanum
(Cyanophyceae) posee propiedades antitumorales y anticancerigenas. Por otra parte, la de
Spirulina cuenta con propiedades hepatoprotectoras, neuroprotectoras y antioxidantes. Ademas,
en el caso de la producida por Spirulina platensis, se ha observado que tiene propiedades
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como: antihiperalgesia, antiviral, antifungica, ateroprotectora, antioxidante, antiinflamatoria e
inmunomoduladora [51].

Algunas de las formas mas comunes para la obtencion son la extraccion de fuentes como
cianobacterias y microalgas. Esto mediante procesos que involucran la ruptura de las paredes
celulares y la extraccion en medios acuosos de las proteinas solubles en agua [54]. Existen
cuatro métodos de produccion:

1. Produccion fotoautotrdfica: método de produccion al aire libre mediante el uso de
estanques abiertos. Se utiliza mayoritariamente A. platensis para la produccion [55].

2. Produccion heterdtrofa: no esta limitada por la intensidad de luz incidente. Se usa un
biorreactor cerrado. La produccion depende de medios heterotroficos o suplementos
organicos. El compuesto orgénico es empleando como fuente de energia y carbono
[49]. Galdieria sulphuraria es una roddfita unicelular o alga roja marina adecuada para la
produccion heterotréfica de C-ficocianina [55].

3. Produccion mixotrdfica: se lleva a cabo en un reactor cerrado. Se emplea luz, nutrientes
organicos y/o inorganicos como fuente de energia y carbono. La tasa de crecimiento
especifica de los cultivos mixotréficos es considerablemente mas alta que las de
crecimiento especificas fotoautotréficas y heterotréficas [49].

4. Produccion recombinante: se ha utilizado la Ingenieria Genética para producir C-ficocianina
recombinante con funciones novedosas utilizando Escherichia coli [55]. Sin embargo, la
sintesis completa de las ficobiliproteinas recombinantes es un proceso dificil de lograr,
pues depende de la coexpresion de las cadenas a y f3, asi como de la sintesis paralela
y la insercion de los cromoéforos de ficobilina correctos [54]. Mediante esta técnica, se ha
logrado la expresion de la proveniente de Spirulina subsalsa en E. coli [50].

Debido a que tiene efectos sobre la respuesta inmune [51], se ha estudiado de qué forma se
puede regular dicha respuesta para ser utilizada como tratamiento contra el cancer.

Efecto de la C-ficocianina sobre el sistema inmune

Efecto antiinflamatorio

Si bien se busca el desarrollo de un ambiente proinflamatorio cuando el cancer se ha generado,
una medida profilactica para disminuir el riesgo de desarrollarlo es mediante la administracion
de sustancias que favorezcan el ambiente antiinflamatorio en personas sanas. Por ejemplo, la
ingesta de C-ficocianina promovio la produccion de inmunoglobulina A (IgA) y redujo la de IgE
e IgG1 en la mucosa intestinal de ratones inmunizados con ovoalbumina soluble como antigeno.
Este comportamiento sugiere que ejerce sus efectos inhibidores contra la alergia (un tipo de
inflamacion) a través de la amplificacion de la produccion de IgA en la inmunidad de la mucosa
para defenderse contra la invasion de alérgenos. También suprime la produccion de IgE e IgG1
en la inmunidad sistémica para minimizar las respuestas excesivas a estas sustancias [56].

Ademas, disminuye la permeabilidad vascular. Esto quiere decir que puede aliviar la
inflamacion a través de un proceso que ocurre antes de la activacion del sistema, suprimiendo
la produccion de anticuerpos especificos contra un determinado antigeno [56]. Adicionalmente,
se ha observado que el efecto inhibitorio en la respuesta inflamatoria alérgica también se debe
a que reduce significativamente la liberacion de histamina de los mastocitos. Asimismo, reduce
varias citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, asi como el 6xido nitrico (NO) [57].

En el caso del NO, su produccion extensiva derivada de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS, por sus siglas en inglés) es crucial en la patogénesis de la inflamaciéon. Se ha apreciado
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qgue la C-ficocianina inhibe de forma significativa la produccién de nitrito (indicador de NO) y la
expresion de la enzima [58].

Junto con ello, la actividad inhibitoria sobre la produccion de NO vy la expresion de iINOS
esta asociada con la disminucion de la liberacion del TNF-a al medio por los macréfagos y la
inhibicion de la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB, por sus siglas en
inglés). Este constituye un regulador importante en la expresion de varios genes inflamatorios
como INOS, ciclooxigenasa 2 (COX-2), citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion
[58].

Abonado a lo anterior, la C-ficocianina es un inhibidor selectivo del COX-2 [59]. La COX-2
contribuye a las reacciones inflamatorias y a la produccion de prostaglandinas en el sitio de
inflamacion, especialmente de la prostaglandina E (PGE2), que desempefa un papel clave en
el desarrollo de los tres signos de inflamacion: hinchazén-enrojecimiento, dolor y fiebre. Se trata
de un potente vasodilatador que incrementa la permeabilidad vascular y el flujo sanguineo del
tejido, contribuyendo a la aparicion de edema y de eritema caracteristico. Igualmente, ocasiona
la sensibilizacion de las terminaciones nerviosas sensoriales periféricas ubicadas en el sitio de
la inflamacion y ejerce una potente mediacion en la aparicion de la fiebre [60].

Finalmente, el reclutamiento y la liberacion de la mieloperoxidasa es parte de la respuesta
inflamatoria. Consiste en una enzima oxidante enddgena que genera especies reactivas
de oxigeno y puede ser liberada fuera de la célula, aumentando el potencial de dafio a un
objetivo extracelular [61]. La C-ficocianina inhibe tanto la peroxidacion lipidica microsomal del
higado como la agregacion de plaqguetas, disminuyendo la produccion de PGE2 y de nitritos,
reduciendo la produccion de mieloperoxidasa y suprimiendo la activacion del NF-xB a través de
la prevencion de la degradacion del inhibidor kappa B alfa (IkB-a) citosélico [62].

Efecto inmunomodulador

Esta molécula puede promover la expresion de la proteina CD59. Esta funciona como un
inhibidor del complejo de ataque a la membrana (MAC, por sus siglas en inglés) CD5b-9 del
complemento humano, restringiendo la actividad citolitica del complejo CD5b-9, y protegiendo
la sangre humana vy las células vasculares del ataque autélogo del complemento [63]. Sin
embargo, existen resultados donde se muestra su actividad inhibitoria. La terapia combinada de
C-ficocianina y acido transretinoico total in vitro tuvo un efecto inmunomodulador significativo,
al disminuir la expresion de la proteina CD59 en células Hela (células de cultivo celular). Otro
aspecto demostrado fue el efecto inhibitorio del ciclo celular con la induccion de apoptosis y la
citélisis mediada por el complemento [58].

Adicionalmente, se han realizado estudios con animales. Estos han demostrado un mejoramiento
de la actividad de los linfocitos, la inmunidad de un organismo y la capacidad del cuerpo para
prevenir y para resistir enfermedades [57].

Las propiedades inmunorreguladoras de la C-ficocianina fueron evaluadas en un modelo de
ratas con lesiones agudas de pulmoén inducidas por lipopolisacéaridos (LPS). Los resultados
obtenidos mostraron que posterior al tratamiento con esta molécula, hubo una disminucion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6. También, atenud de forma significativa la
actividad de la MPO inducida por LPS, la formacion de radicales, y los niveles de expresion y
de activacion de las enzimas iNOS y COX-2, asi como el NF-xkB en el pulmén. Por otra parte,
logré modular la expresion de enzimas tanto antiapoptéticas (aumentando Bcel-2 y Bel-xLL) como
proapoptoticas (disminuyendo caspasa-3 y BAX) en el tejido pulmonar expuesto a la lesion por
LPS. Estos resultados indicaron la disminucion de la respuesta inmune [58].
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Otros estudios se han realizado en macréfagos. Estos desempefian un papel importante en
la defensa inmunoldgica innata contra las infecciones del huésped en mamiferos y destruyen
las células tumorales a través de la secrecion de varias citoquinas. En una respuesta inmune,
destruyen directamente los microorganismos extrafios y las células tumorales al secretar una
variedad de mediadores como IL-1, TNF-a e IL-6, entre otras. La IL-1p pueden promover
la proliferacion de células T, inducir a las células B a producir anticuerpos, y potenciar las
funciones citotdxicas de los linfocitos T citotoxicos y células NK. Junto con ello, la IL-6 promueve
la proliferacion de células B en el higado, mientras que el TNF-a. tiene un efecto citotdxico y
supresor del crecimiento de células tumorales [64].

La infeccion por bacterias patdgenas causa un aumento de estas citoquinas o sus factores
moduladores. En 2003, un estudio demostré que con dosis crecientes de C-ficocianina se
redujo la proliferacion de macréfagos RAW 264.7. Asimismo, tuvieron la capacidad de suprimir
la produccién de citoquinas cuando estos macréfagos fueron estimuladas con LPS [64].

A pesar de este tipo de estudio, en macréfagos J774A.1 mostré bioactividad al aumentar el
rendimiento de la inmunomodulaciéon y tuvo la capacidad de inducir la expresion de TNF-a,
IL-1p e IL-6. Estos resultados evidenciaron la modulacion de las células del sistema inmune en
mamiferos, favoreciendo la respuesta para la destruccion de células tumorales. La diferencia
entre estos dos macréfagos se debe a que existe cierta heterogeneidad entre las células [58]
[64].

A pesar de estos experimentos, se considera que es capaz de estimular y no inhibir las
respuestas inmunes. Esto se ha visto a través de su ingesta. Cuando se usa como adyuvante de
la quimioterapia, impulsa al sistema inmune a combatir la propagacion de las células tumorales,
mejora su respuesta frente a la quimioterapia y reduce el riesgo de que esta dé lugar a un nuevo
cancer [62]. En adicion, puede estimular directamente la formaciéon de la unidad formadora de
colonias eritroide, incrementando la hematopoyesis de la médula dsea [57]. Adicionalmente,
hay estudios que demuestran que suprime la respuesta alérgica de anticuerpos IgE y mejora
la de anticuerpos secretores IgA en ratones. Las células inmunes involucradas en el control del
cancer (células NK vy linfocitos T citotéxicos) funcionan de manera mas efectiva con la ingesta
de esta proteina [62].

Por su actividad antitumoral (en la subunidad p de la C-ficocianina), se ha observado que inhibe
la proliferacion y promueve la apoptosis de las células cancerigenas en lineas celulares. Esta
accion se debe al aumento de la actividad de las caspasas 3y 8, permitiendo la escision de la
poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1), incrementando la relacion Bcl-2/BAX. Esto genera un
grado de apoptosis mayor y evita que las células proliferen, porque permanecen en las fases
GO/G1 del crecimiento celular, despolimerizando los microtubulos y los microfilamentos [65]
[66].

Por otra parte, se cree que interactia con la p-tubulina (participa en la migracion intercinética
nuclear en el proceso de replicacion celular [67]) y con la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (involucrada en la via central del metabolismo del carbono como lo es la
glucdlisis y la gluconeogénesis [68]), causando que el ciclo celular se detenga. Este mecanismo
aun no se tiene claro, pero se especula que la subunidad p de la C-ficocianina interactia con
la B-tubulina, asociada a la coprecipitacion con la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
bajo ambientes de estrés. Junto con promover la apoptosis y evitar la proliferacion, se da una
induccion de la autofagia [65] [66].

Ademas, en un estudio realizado en tejidos de ratas con cancer de colon inducido, la
C-ficocianina redujo el numero y el tamafio de los tumores, ya que se uni6 al receptor del factor
vesicular de crecimiento endotelial A1, disminuyendo la angiogénesis. Como complemento,
decreci6 el factor inducible de hipoxia 1a, relacionado con la demanda de oxigeno y la
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angiogénesis. Y fue aun mas efectivo cuando se combind con un antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) como piroxicam. Ambas sustancias producen un efecto antineoplasico, porque regulan
las propiedades de la membrana (potencial, fluidez y cambio de lipidos), aumentan la calpaina-9
(proteasa dependiente de calcio con una cisteina en su sitio catalitico ubicada en estomago
e intestino delgado [69]), la concentracion de calcio (regulador de mdultiples actividades
celulares de sefializaciéon y de comunicacion [70]) y la expresion del receptor activado de la
proliferacion de peroxisomas (organelas celulares que participan en procesos biogquimicos
como metabolismo del perdxido de hidrégeno, sintesis y degradacion de colesterol, sintesis de
glicerolipidos y beta oxidacion de los acidos grasos), evitando la progresion del cancer. Este
estudio demostré que puede prevenir el cancer de colon [71] [72].

Otro detalle visto es que tiene mejor efecto en células metastasicas [66]. Estas son mas dafiinas
que el tumor primario, porque tienen la capacidad de diseminarse y actuar como células madre
del tumor, propagando la enfermedad a otros tejidos. Dentro de |os tipos de cancer que se ha
visto que tiene efecto in vitro e in vivo son: colon, mama, higado, pulmoén y leucemia [65].

Adicionalmente, se efectué un estudio en lineas celulares con el fenotipo de resistencia a
multiples drogas anticancerigenas. Estas presentan transportadores que sacan la droga de
las células tumorales e incrementan la concentracion extracelular del farmaco. Los resultados
mostraron que su uso aumentd la sensibilidad a las quimioterapias y evitd la resistencia sin
dafiar a las células sanas, especificamente macréfagos [73].

Otras posibles propiedades estudiadas sobre estas proteinas son como agentes antioxidantes,
en el mejoramiento del sistema inmune, la proteccion del higado y de los rifiones, la ayuda en
el tratamiento de la fibrosis, la remielinizacion en esclerdsis multiple o luego de un accidente
cerebrovascular isquémico, la inhibicion de la arteriosclerosis, el tratamiento de la diabetes,
la deteccion de sustancias fluorescentes, como colorante en cosmetologia y como aditivo
alimentario [57] [65] [66] [73] [74] [75] [76] [77].

Las perspectivas a futuro en el uso de las C-ficocianinas es que se puedan emplear en conjunto
con los medicamentos antitumorales actuales, potenciando sus efectos con una menor cantidad
de efectos adversos. A pesar de ello, hacen falta estudios in vivo y ensayos clinicos para
comprobar esta posible utilidad [16]. Como corolario, es necesario proponer un mecanismo de
accion acerca de la actividad antitumoral, lo cual esta en investigacion en este momento [78].

Conclusiones

Las C-ficocianinas son proteinas obtenidas a partir de diversos microorganismos. A lo largo de
los afios se han estudiado los efectos que tienen sobre la respuesta inmune. Dichos efectos son
principalmente el antiinflamatorio y el inmunomodulador.

Por ello, establecer la respuesta que tienen en el sistema inmune es trascendental para que
estas puedan ser utilizadas como una terapia profilactica o terapéutica contra el cancer. Hasta
el momento, no existe evidencia suficiente para predecir la eficacia y la seguridad de estas
proteinas como agentes farmacologicos.

Ante esta situacion, es trascendental la informacion, principalmente hacia otros profesionales
de la salud, sobre sustancias naturales como estas. Aunque se ven mas atractivas para tratar
enfermedades como el cancer, no existen efectos terapéuticos totalmente comprobados. De
esta manera, se debe mantener una actualizacién constante, de forma que se puedan brindar
informacién util hacia profesionales, pacientes y publico en general.
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Control biolégico; Beauveria sp.; Bacillus spp.; entomonematodo, Phyllophaga sp.

Resumen

El experimento se desarrollé en casa malla 'y se evalud el efecto y las dosis de cuatro productos
biolégicos y uno quimico utilizados en el control de larvas de jobotos (Phyllophaga sp.). El
experimento se desarrolld6 en Guadalupe de Cartago. Fue una investigacion cuantitativa con
un disefio de experimento de bloques completos al azar, con el uso de dos dosis de cinco
tratamientos, con tres repeticiones cada unoy cada repeticion con diez unidades experimentales.
Los productos biolégicos utilizados fueron Mycotrol® 11 EW (Beauveria bassiana, cepa GHA),
Botani Gard® 50 WP (Beauveria bassiana, cepa GHA), Agro Gold® (nueve cepas de Bacillus
spp.), B-Green® (entomonematodo, Heterorhabditis bacteriophora) y un producto quimico
comercial recomendado para control de jobotos. Se determind que Mycotrol® 11EW (T1) en
dosis de 2,25 centimetros cubicos por litro de agua fue el producto que proporciond los mejores
resultados. De los otros dos productos que tuvieron efecto sobre el combate de esta plaga, el
Agro Gold® (T3) y el B- Green® (T4), se determiné que la dosis utilizada en ambos casos no
fue significativa, ya que se obtuvo valores de p iguales a 0,113 y 0,807, respectivamente. Lo
que si tuvo significancia fue realizar dos aplicaciones con frecuencia semanal con estos dos
productos. Con los productos restantes, Botani Gard® 50 WP (T2) (Beauveria bassiana, cepa
GHA) y T5 (producto quimico comercial), no hubo resultados de significancia estadistica, ya
que el valor de p para T2 con el factor dosis fue de 0,573 y con el factor aplicacion fue 0,094;
para T5 el valor de p con el factor dosis fue 0,260 y con el factor aplicacion fue 0,277.

Keyword

Biological control; Beauveria sp.,; Bacillus spp.;, entomonematode, Phyllophaga sp.

Abstract

The experiment was developed at home mesh in order to evaluate the effect and dose of four
biological products and one chemical used in the control of larvae of jobotos (Phyllophaga sp.).
The experiment was carried out in Guadalupe, Cartago, located at the following geographic
coordinates: latitude 9,861 884 and longitude -83,939 692, at 1400 m.a.s.l. The type of research
was quantitative, with a design of the complete block experiment at random, and use of two
doses of five treatments and three repetitions of each treatment, and each repetition with ten
experimental units. The biological products used were Mycotrol® 11 EW (Beauveria bassiana,
strain GHA), Botani Gard® 50 WP (Beauveria bassiana, strain GHA), Agro Gold® (nine strains of
Bacillus spp.), B-Green® (entomonematode, Heterorhabditis bacteriophora), and a commercial
chemical recommended for control of jobotos. For the biological control of Phyllophaga sp.,
it was determined that Mycotrol® 11EW, in a dose of 2,25 cc / liter of water, was the product
that provided the best results. For the other two products that had an effect on the combat of
Phyllophaga sp., Agro Gold® and B-Green®, it was determined that the dose used in both
cases was not significant; this was confirmed by the p values of 0,113 and 0,807, respectively.
What did have significance was to make two applications one week apart from each other with
these two products. For the remaining products, T2 and T5, there was no statistical significance
in their result. This was confirmed by the p value for T2 and T5, respectively,. For T2 it was 0,573
for the dose factor and 0,094 for the application factor. For T5 the value of p for the dose factor
was 0,260 and for the application factor, 0,277.
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Introducciéon

Ante la necesidad de nuevas opciones de manejo y control de plagas, el ser humano ha
enfocado su conocimiento en la busqueda de soluciones que cumplan con los requerimientos
necesarios para hacer frente a los problemas que las plagas ocasionan en los cultivos.
Tradicionalmente se han utilizado los productos agroquimicos, pero el uso indiscriminado de
plaguicidas ha generado su resistencia a las moléculas de uso comun, ademas de causar dafio
al agricultor, al consumidor y al ambiente [1].

Una de las opciones es el Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades (MIPE), que busca un
resultado mas sostenible de la actividad agricola que se realiza, abarcando areas de trabajo
como practicas culturales (propias de manejo del cultivo), manejo quimico (con productos
de bajo impacto para las personas y para el ambiente), la etolégica (utilizacion de trampas,
feromonas), la botanica (extractos de plantas o sus derivados) y la biolégico (utilizacion de
hongos entomopatdgenos, bacterias, virus, artropodos).

El género Phyllophaga, conocido como joboto, se ha convertido en los ultimos afos en una de
las plagas insectiles mas problematica para los agricultores, debido a que facilita el ingreso de
enfermedades, ya que al afectar el sistema radicular permite la entrada de hongos y bacterias
fitopatdgenas que se aprovechan de las heridas dejadas por las larvas al alimentarse.

Este género esta asociado a dafios de gran magnitud a nivel de raices en los cultivos, pudiendo
llegar a ser devastador. No tiene limite de cultivo y ataca desde pastos, hortalizas y especies
forestales hasta ornamentales. El dafo ocasionado en las raices abarca todo el sistema
radicular, llegando a provocar en condiciones extremas la muerte del cultivo. El combate se
debe enfocar preventivamente, ya que a menor tamafio de las larvas es mas probable tener
mas éxito con la estrategia utilizada [2].

En Costa Rica se realizé un estudio con la finalidad de identificar las especies de Phyllophaga
Sp. presentes en algunas zonas agricolas y determinar su asociacion con diferentes cultivos; se
logrd determinar que las especies del género Phyllophaga predominantes son P. menetriesi, P,
obsoleta, P. zunilensis, P. elenans, P. vicina y P. valeriana [3].

Phyllophaga sp. es un insecto de metamorfosis completa; su desarrollo tiene cuatro etapas:
huevo, larva, pupa y adulto. Si bien el adulto es capaz de alimentarse del follaje de muchos
cultivos, es en la etapa de larva cuando mas problema presenta por sus habitos rizéfagos.
Sus especies pueden completar el ciclo viviendo en el suelo hasta por dos afios. En su ciclo
bioldgico tiene tres estadios en forma de larva; el tercero es el que puede causar mas dafo
[4]. Su clasificacion taxonémica se define asi: clase: Insecta, orden: Coleoptera, familia:
Scarabaeidae, subfamilia: Melolonthinae y género: Phyllophaga, especie: (spp.) (5).

El manejo cultural de esta plaga es importante.; por ejemplo, al mecanizar el suelo, las larvas
guedan expuestas al sol y se desecan o0 son comidas por las aves. Otra estrategia es la captura
de adultos machos y hembras utilizando trampas de luz. Sumado a esta lista de opciones para
el manejo y control de Phyllophaga sp., se considera el control bioldégico como una opcién que
se describe como el uso de microorganismos benéficos con accién nociva contra las larvas de
este insecto. Con su empleo se intenta restablecer el perturbado equilibrio ecolégico, mediante
la utilizacion de organismos vivos o0 sus metabolitos, para eliminar o reducir los dafios causados
por organismos perjudiciales como los jobotos [6].

Para su control y combate tradicionalmente se han usado insecticidas quimicos, los cuales
deben ser elegidos bajo un concepto de uso racional y sobre todo, efectivo. El precio de estos
productos es alto y cada vez son menos menos eficientes, ya que esta plaga ha adquirido
resistencia a las moléculas mas comunes que existen en el mercado, como por ejemplo las
pertenecientes a los grupos piretroides, organofosforados, benzoylurea y neonicotinoides [7].
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Aun con el uso de estos agroquimicos las poblaciones de esta plaga siguen incrementandose
y para complicar mas la situacion, estos productos utilizados son muy toxicos y de dificil
degradacion, ocasionando problemas de contaminacion.

Actualmente la agricultura se esta desarrollando con una tendencia hacia la disminucion en
el uso de productos quimicos, especialmente de las moléculas mas toxicas y perjudiciales
para todos los involucrados en el proceso productivo. El manejo y combate de plagas y
enfermedades esta tomando una orientacion mas amigable con el ambiente, procurando la
sostenibilidad de la actividad agricola.

El control biolégico toma un papel relevante dentro de las estrategias MIPE, mediante la
utilizacion de productos derivados de organismos vivos [6] y tiene una aplicabilidad muy amplia
en la produccion agricola, ya que no solo se limita al combate de plagas, sino que también se
utiliza para combatir hongos, bacterias y nematodos.

Entre los productos microbioldgicos destacan los hongos y bacterias entomopatdégenos, siendo
los hongos los que mas impacto tienen en el proceso de combate de plagas, ya que las
condiciones ambientales pueden favorecer o disminuir su accion. Entre las clases de hongos
entomopatdgenos, tenemos los Hyphomycetes, que incluye al a Beauveria bassiana, que se
utiliza para el control de esta plaga [6].

El mecanismo que aplican los hongos entomopatégenos sobre los insectos plaga consta de
varias etapas: la adhesion o fijacion sobre el insecto blanco es la primera; posteriormente el
biocontrolador produce estructuras capaces de penetrar el insecto y germina para asi ingresar
al hospedero. Una vez que ha penetrado y llega a su hemocele, viene la etapa de infeccién, en
la que produce las toxinas que causan la muerte del insecto hospedero [8].

Los microorganismos entomopatégenos usados en el control biolégicocincluyen los virus,
bacterias, hongos, protozoos y nematodos. La comparacion entre estos organismos y l0s
insecticidas quimicos convencionales se suele hacer en base a la eficacia y el costo [9].

Las bacterias también forman parte de las herramientas microbiolégicas y son utilizadas con
mucha frecuencia en los programas MIPE. En este grupo, Bacillus thuringiensis. B. sphericus'y
B. popilliae presentan un rango de accion amplio para el combate de plagas y pueden atacar
ordenes de insectos como Diptera, Ortoptera, Hymendptera y Coledptera [3].

Otro grupo importante de microorganismos muy utilizados en la agricultura para combatir plagas
son los nematodos entomopatdégenos. Dentro del control bioldgico sobre larvas de escarabajo,
se han evaluado diferentes especies de las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae.
Estas se caracterizan por estar asociadas a bacterias simbiontes que matan rapidamente al
insecto parasitado [10].

Esta investigacion tuvo como objetivo general evaluar el efecto y las dosis de cuatro productos
bioldgicos utilizados en el control biolégico de larvas de jobotos (Phyllophaga sp.) en ambientes
protegidos.

Metodologia

El experimento se desarroll6 en Guadalupe de Cartago, en las coordenadas geogréficas
latitud: 9,861 884 y longitud: 83,939 692, a 1400 m.s.n.m. Se utilizé una casa malla (ambiente
controlado), con malla antiafidos (Mesh 50 x 25). Una casa malla consiste en una estructura
fabricada para proteger contra radiaciones solares y altas temperaturas los cultivos que alli se
desarrollen, que consta de una estructura de soporte metalica cubierta por todos sus lados con
una malla [11]. El tipo de investigacion realizada fue cuantitativo, con un disefio experimental de
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bloques completos al azar, con cinco modalidades de tratamiento segun el producto de control
utilizado, aplicados en dos dosis, con tres repeticiones y cada repeticion con diez unidades.

En esta investigacion se aplicaron cinco productos comerciales con el fin de determinar su
efectividad en Phyllophaga sp.: Mycotrol® 11 EW (Beauveria bassiana), BotaniGard® 50 WP
(Beauveria Bassiana), Agro Gold® (Nueve cepas de Bacillus), B-Green®, entomonematodo
(Heterorhabditis bacteriophora) y Clorpiriphos® (insecticida quimico como testigo comercial).

Los tratamientos utilizados se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de cuatro productos biolégicos en el combate de
Phyllophaga sp.

T Mycotrol® 11 EW (Beauveria bassiana, cepa GHA)

T2 Botani Gard® 50 WP (Beauveria bassiana, cepa GHA)
T3 Agro Gold® (nueve cepas de Bacillus spp)

T4 B-Green® (entomonematodo Heterorhabditis bacteriophora)
T5 Producto quimico

Para la realizacion del proyecto se desarrollaron las fases que se detallan a continuacion:

Fase 1: Preparacion inicial

Se utilizaron tres casas malla de cuatro metros cuadrados y de tres metros de alto cada una
(anexo 1). Dentro de cada casa malla se coloco saran en el piso y sobre este las bolsas con el
sustrato, elaborado con una mezcla de tierra y granza de arroz y esterilizado con vapor.

En cada ambiente controlado se colocaron cien bolsas con plantas de maiz como cultivo soporte,
para que las larvas de joboto pudieran tener condiciones para mantener sus actividades. En
total se prepararon trescientas bolsas. Una vez colocadas las bolsas en cada casa malla, se
organizaron en grupos de 10 y cada grupo (10 en total) se enumerd de manera secuencial del
1 al 10 en la primera casa, del 11 al 20 en la segunda y del 21 al 30 en la tercera (figura 1).

Fase 2: Disefio del experimento

El disefio del experimento fue 2%, con k igual a dos factores (Dosis y Aplicacién). Cada
tratamiento se aplico respondiendo a una dosis preestablecida, de tal manera que en los tres
ambientes controlados se evalud la respuesta al producto. En el cuadro 2 se presentan los
tratamientos y las dosis utilizadas.

Casa malla 1 [ Casa malla 2 | Casa malla 3

Figura 1. Distribucion de las unidades experimentales, para determinar el efecto de cuatro productos biolégicos en
el combate de Phyllophaga sp.
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Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos y dosis utilizadas para determinar el efecto de cuatro productos
biolégicos en el combate de Phyllophaga sp.

1 Mycotrol® 11 EW 1,5 ccllitro 2,25 cc/litro
2 Botani Gard® 50 WP 1 gr/litro 1,5 gr/litro
3 Agro Gold® 5 ccl/litro 7,5 cc/litro
4 B-Green® 300 000/m? 450 000/m?
5 Producto quimico 1 cc/litro 1,5 ccflitro

Una vez establecidos los tratamientos, se procedid a definir la distribucion de las dosis en cada

casa malla (cuadro 3).

Cuadro 3. Distribucion de tratamientos segun dosis en cada unidad experimental, para determinar el efecto de

cuatro productos biolégicos en el combate de Phyllophaga sp.

1 1-11-21 6-16-26
2 2-12-22 7-17-27
3 3-13-23 8- 18- 28
4 4-14-24 9-19-29
5 5-15-25 10-20 - 30

Fase 3: Colocacion de larvas

Las larvas de Phyllophaga sp. fueron recolectadas en un cultivo de cana del Ingenio El Palmar,
ubicado en Miramar de Puntarenas. Las larvas se transportaron en bandejas para evitar el
canibalismo entre ellas. En la semana treinta y tres se colocaron tres larvas de Phyllophaga sp.
por cada bolsa, para un total de novecientas larvas utilizadas.

Fase 4: Aplicacion de productos

Enla semanatreintay siete se realizé la primera aplicacion de los cinco productos seleccionados
para el ensayo. En la semana treinta y ocho se realizé la segunda aplicacién de los cinco
productos.

Fase 5: Monitoreo

Durante el ensayo se efectuaron tres monitoreos. El primero se realizé diez dias después de la
primera aplicacion de los tratamientos y tres dias después de la segunda aplicacion. En esa
ocasion se evaluaron tres bolsas de cada unidad experimental por cada dosis utilizada.

El segundo se hizo un mes después de la primera aplicacion y tres semanas después de la
segunda aplicacion; al igual que en el primer monitoreo, se evaluaron tres bolsas de cada
unidad experimental por cada dosis utilizada. El tercer monitoreo se realizd cinco semanas
después de la primera aplicacion y cuatro semanas después de la segunda aplicacion; se
evaluaron cuatro bolsas de cada unidad experimental por cada dosis utilizada. En todos los
monitoreos las bolsas fueron abiertas para extraer por completo el sustrato y revisar con detalle
la condicion de las larvas de joboto.
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Fase 6: Evaluacion de las larvas afectadas

Las larvas de Phyllophaga sp. obtenidas en el monitoreo fueron llevadas al Laboratorio de
Diagnostico y Evaluacion de la empresa Bio Control, S.A., para determinar el efecto por los
productos utilizados.

Fase 7: Evaluacion de resultados.

El disefio del experimento fue 2k, con k igual a dos factores (Dosis y Aplicacion). Los datos
obtenidos se tabularon y se les realizé un analisis de varianza (andeva).

Resultados y discusion

Segun los resultados obtenidos del anadlisis estadistico, tres de los cuatro productos
microbioldégicos presentaron efectos para el control de Phyllophaga sp. El producto de mejor
resultado fue el Mycotrol® 11 EW, con ingrediente activo Beauveria bassiana, cepa GHA,
hongo entomopatégeno que mostrd alta capacidad patogénica. Los otros dos que produjeron
resultados significativos fueron Agro Gold®, formulado a base de nueve cepas de Bacillus, y el
entomonematodo Heterorhabditis bacteriophora, con nombre comercial B - Green®.

En el cuadro 4 se muestra el resumen de los resultados obtenidos al aplicar un andeva a los
datos generados por el experimento; estos datos se clasificaron por tratamiento y la condicion
de las larvas de Phyllophaga sp., vivas y muertas.

Cuadro 4. Valores de probabilidad segun las diferentes pruebas aplicadas a los datos procedentes de cada
tratamiento y segun la condiciéon de las larvas de Phyllophaga sp.

Vivas 0,426 < 0,01 (2 0,629 0,002 0,629
b Muertas 0,919 < 0,01 (2 0,027 0,123 0,231
Vivas 0,732 >0,1 (3) 0,258 0,000 0,258
12 Muertas 0,766 <001 (2 0,573 0,094 0,311
Vivas 0,823 <001 (2 0,544 0,135 0,873
E Muertas 0,658 <001 (2 0,113 0,004 0,264
Vivas 0,455 < 0,046 (3) 0,659 0,006 0,973
™ Muertas 0,414 < 0,01 (2 0,807 0,014 0,812
Vivas 0,070 < 0,01 (2 1,00 0,000 1,00
™ Muertas 0,898 < 0,01 (2 0,260 0,277 0,758

(1) Se utiliza la prueba de Levene para encontrar estos valores de homocedasticidad.
(2) Prueba de normalidad de residuos de Kolmogorov — Smirnov.
(8) Prueba de normalidad de residuos de Ryan — Joiner.

(4) Se realiza un analisis de varianza aplicando la prueba GLM con distribucion F — Snedecor.
Todas las pruebas se realizaron con un a=0,05
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En el cuadro 4 se analizé los factores dosis, aplicacion y dosis x aplicacion tanto para la condicion
de larvas vivas como de larvas muertas en cada uno de los tratamientos realizados. Para fines
del estudio solo se consideraron los valores de p < 0,05 obtenidos en la condicién de larva
muerta en cada tratamiento y segun cada factor analizado. Se determiné para T1 (Mycotrol® 11
EW) y para la condicion de larvas muertas el factor dosis tuvo significancia estadistica, con un
valor de p = 0,027 y solo en este tratamiento el factor dosis fue significativo. Para el caso de T3
(Agro Gold®) para la condicion de larvas muertas el factor aplicacion fue significativo, con un
valor de p = 0,004, y para T4 (B-Green®), en la condicion de larvas muertas el factor aplicacion
fue también estadisticamente significativo, con un valor de p = 0,014. Para los tratamientos T2
y T5, el valor de p en la condicion de larvas muertas en los tres factores fue > 0,05. También es
importante mencionar que la interaccion dosis x aplicacion no tuvo significancia estadistica en
ninguno de los tratamientos y en ninguna de las condiciones de las larvas.

Tratamiento 1 (T1): Mycotrol® 11 EW

Al analizar los resultados del cuadro 1, se determind que Mycotrol® 11EW es el producto mas
eficiente, ya que causa la mayor mortalidad de larvas de Phyllophaga sp.. Este producto esta
formado por el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana, cepa GHA. Este hongo se puede
encontrar de forma natural en el suelo y causa la muerte de varios 6rdenes de insectos, por lo
que se ha utilizado como biocontrolador contra coledpteros, dipteros, heteropteros, homopteros,
lepiddpteros, tisandpteros y acaros tetraniquidos [15], [16].

Este hongo tiene un ciclo de vida que se compone de dos fases, una patogénica y otra
saprofitica. El proceso de desarrollo de Beauveria bassiana se divide en varias etapas. Se
inicia con la adhesion, que es el primer contacto del hongo con el insecto y se da cuando la
espora (conidio) se deposita en la superficie del insecto objetivo a través de la aplicacion foliar
o drench. Luego de la adhesion se da la germinacion, etapa en la que el conidio comienza a
desarrollar el tubo germinativo, el cual mediante una estructura llamada apresorio se sujeta y
de esta manera se fija a la superficie del insecto. Con una humedad relativa de 92 por ciento
y temperaturas en un rango de 23 a 25 grados centigrados, una espora puede germinar de
manera exitosa. Luego de que la espora se ha adherido y ha germinado (mecanismos fisicos),
se inicia la etapa de penetracion por medio de mecanismos quimicos producidos por la accion
de enzimas, principalmente proteasas, lipasas y quitinasas. La accion de estas enzimas en la
superficie del insecto es hidrolitica y su funcién principal es la de degradar el tejido en el area
por donde el hongo penetra al insecto, facilitando asi su entrada [12].

Cuando B. bassiana ingresa al hospedero desarrolla estructuras que le permiten colonizarlo;
una vez dentro produce toxinas, entre las que destaca la beauvericina, la cual favorece la
ruptura del sistema inmunolégico del insecto, facilitando su entrada en todos sus tejidos.
Posteriormente se presenta la muerte de la plaga. Una vez muerto el insecto, el hongo multiplica
las hifas (unidades infectivas), las cuales crecen al invadir por completo todo el hospedero. Si
las condiciones de humedad relativa y temperatura lo favorecen, el hongo puede crecer sobre
el insecto mostrando estructuras de color blanco; si no es asi, el insecto muerto mantiene
apariencia de momia [12].

Como resultado, la dosis fue significativa, con un valor de p = 0,027; se determinaron los datos
estadisticodescriptivos para larvas muertas, que se muestran en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Valores en porcentaje y desviacion estandar de los datos de larvas muertas, con la prueba GLM, en la
interaccion de los factores dosis y aplicacion, para el producto Mycotrol® 11EW

Dosis 1 — Aplicacion 1 11,00 16,50
Dosis 1 — Aplicacion 2 31,43 26,56
Dosis 2 — Aplicacion 1 36,70 30,60
Dosis 2 — Aplicacion 2 39,29 26,85

En el cuadro 5 se observa que la dosis 2 del tratamiento 1, (2,25 cc/litro), en la segunda
aplicacion, fue la que caus6d una mayor mortalidad de larvas. Las dos aplicaciones son
importantes debido a que en la primera, el microorganismo tiene que establecerse. Esto implica
que el hongo necesita adaptarse a las nuevas condiciones de suelo, humedad, temperatura
y radiacion. Ademas, el hongo debe establecerse y multiplicarse para poder actuar como un
agente biocontrolador, por lo que de no realizarse un analisis microbiolégico para conocer
cantidad de esporas presentes por gramo de suelo, lo mas recomendable es realizar la segunda
aplicacion del producto, para asegurar la cantidad de esporas que pueden controlar la plaga..
Por lo que la segunda aplicacion viene a reforzar y a incrementar la cantidad de esporas que
pueden controlar a la plaga.
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Figura 2. Grafico del andlisis del porcentaje de larvas muertas segun la prueba GLM, con la interaccion de los
factores dosis y aplicacion

Al analizar la figura 2, se determind que la dosis 2 de T1, (2,25 cc / litro) tuvo efecto sobre las
larvas de Phyllophaga sp. Con la aplicacion 1 se obtuvo un 36,70 % de larvas muertas y con la
2, un 39,29 % de larvas muertas. Aunque la diferencia en cuanto al porcentaje de control entre
la primera aplicacion y la segunda no fue muy grande, se puede considerar que el incremento
en la cantidad de microorganismos en la microbiota del suelo es importante para un mejor
control de Phyllophaga sp., por lo que se esperaria que al incrementar las aplicaciones de
microorganismos, el control de la plaga sea mas eficiente.

El resultado obtenido es consecuente con estudios realizados donde se ha demostrado que
B. bassiana es un hongo entomopatdgeno efectivo para control de plagas [13]. Es importante



Tecnologia en Marcha, ‘
Vol. 33. N.° 4, Octubre-Diciembre 2020 BNl 149

considerar que no todas las cepas de hongos entomopatdégenos, aunque se hable de un mismo
género, tienen la misma virulencia contra una misma plaga [14]. Para el caso de Mycotrol®11
EW, es claro que la cepa de B. bassiana GHA si es virulenta contra larvas de Phyllophaga sp.,
ya que fue el producto con el que se obtuvo el mejor resultado.

Pese a esa virulencia, las larvas de Phyllophaga sp., al desarrollarse en medios en los que de
manera constante estan en contacto con una gran diversidad de microorganismos, entre los
que se incluyen los hongos entomopatégenos, progresivamente han ido adquiriendo resistencia
contra la mayoria de ellos, por lo que que cada vez es mas dificil encontrar cepas con alta
capacidad patogénica.

Mycotrol® 11 EW es un producto de amplio espectro para control de plagas, donde se incluye
a los coledpteros. Este producto fue desarrollado por la empresa Mycotech Corp, ubicada
en Butte, Montana, USA, la cual utiliza tecnologia de avanzada en su biofabricaciéon [17]. La
formulacion de Mycotrol® 11 EW esta basada en tecnologia de formulacion coloidal, la cual
crea una emulsion de transporte coloidal (ETC) que protege los conidios del hongo contra
condiciones adversas de clima, como también contra los rayos ultravioleta, lo que permite que
la aplicacion sea efectiva sin importar el momento del dia en que se realice. La ETC también
mejora la penetracion y la adherencia del producto. La carga iénica que tiene la ETC mueve las
conidias de B.bassiana al sitio de accion y las adhiere a la cuticula del insecto [18].

Tratamiento 3 (T3): Agro Gold®

Como se observa en el cuadro 4, para T3, en la condicion de larvas muertas la aplicacion fue
significativa segun la prueba GLM, ya que produjo un valor de p = 0,004. Con este resultado se
determinaron los datos estadisticodescriptivos para larvas muertas (anexo 2, figura 8).

Al haber diferencia significativa para el factor aplicacion en T3, se procedid a realizar una
comparacion entre los factores dosis y aplicacion con la prueba de Tukey, y se determind que
los porcentajes mas altos de larvas muertas se obtuvieron con la aplicacion 2, sin importar la
dosis utilizada, tal como se observa en el cuadro 6.

Cuadro 6. Valores promedio en porcentaje y desviacion estandar de los datos de larvas muertas con la prueba
GLM, en la interaccion de los factores dosis y aplicacion para el producto Agro Gold®

Dosis 1 — Aplicacion 1 3,67 11,00
Dosis 1 — Aplicacion 2 31,43 22,08
Dosis 2 — Aplicacion 1 22,00 23,33
Dosis 2 — Aplicacion 2 34,67 28,76

Los valores obtenidos, porcentaje de larvas muertas y desviacion estandar, se graficaron y
tomando el resultado de la prueba de Tukey, se determiné que la aplicacion 2 de Agro Gold fue
la que tuvo mejor efecto sobre las larvas de Phyllophaga sp.
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Figura 3. Grafico del andlisis de porcentaje de larvas muertas segun la prueba GLM, con la interaccion de los
factores dosis y aplicacion, para el producto Agro Gold®

Agro Gold® es un producto biolégico conformado por nueve cepas de Bacillus sp., una de
las cuales es B. popilliae; el componente activo B. popilliae es grampositivo. Es la bacteria
que mas éxito ha tenido contra larvas de escarabajos, entre las que se incluye la Phyllophaga
sp. B. Papilliae es un parasito obligado cuyas esporas son muy resistentes a las condiciones
adversas que se le pueden presentar en el ambiente, lo que permite que se pueda formular
industrialmente y mantener sus caracteristicas como agente de control bioldégico. Las larvas
de Phyllophaga sp. adquieren esta bacteria cuando se alimentan de materiales contaminados
con las esporas y estas ingresan al tracto digestivo.Las esporas de B. popilliae germinan en el
intestino de la larva y las proteinas de cristal paraesporal se liberan y activan, dafiando la pared
intestinal de este insecto, lo que les permite ingresar facilimente a la hemolinfa y producirle la
muerte [19].

Como cualquier microorganismo, B. popilliae necesita de una dosis alta de establecimiento o
colonizacion, para después poder competir con otros por alimento y espacio, como sucede
una vez establecido en el suelo, donde competira con las plagas. La muerte de la larva de
Phyllophaga sp. es resultado de la accion del esporangio (estructura del Bacillus), que esta
formado por dos partes, la espora y el cristal proteico paraespora, que al germinar en la
hemolinfa produce en las larvas una infeccion conocida como enfermedad lechosa, la cual
lesprovoca la muerte [19].

Tratamiento 4 (T4): B - Green®

Como se observa en el cuadro 4, para T4, en la condicion de larvas muertas la aplicacion fue
significativa segun la prueba GLM, ya que se obtuvo un valor de p = 0,014. Con este resultado
se determinaron los datos estadisticodescriptivos, para las larvas muertas.

Al haber diferencia significativa para el factor aplicacion en T4, se procedid a realizar una
comparacion entre los factores dosis y aplicacion con la prueba de Tukey, y se determind que
los porcentajes mas altos de larvas muertas se obtuvieron con la aplicacion 2, sin importar la
dosis utilizada, tal como se observa en el cuadro 7.

Los valores obtenidos, el porcentaje de larvas muertas y la desviacion estandar, se graficaron
y tomando el resultado de la prueba de Tukey, se determiné que la aplicacion dos (segunda
aplicacion) de B - Green® fue la que tuvo mejor efecto sobre las larvas de Phyllophaga sp.
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Cuadro 7 . Valores en porcentaje y desviacion estandar de los datos de larvas muertas con la prueba GLM, en la
interaccion de factores dosis y aplicacion, para el producto B-Green®

Dosis 1 — Aplicacion 1 7,33 14,55
Dosis 1 — Aplicacion 2 28,33 28,29
Dosis 2 — Aplicacion 1 11,00 16,5
Dosis 2 — Aplicacion 2 28,38 32,02
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Figura 4. Grafico del andlisis del porcentaje de larvas muertas segun la prueba GLM, con la interaccion de los
factores dosis y aplicacion, para el producto B - Green®

Al analizar la figura 4 se determind que T4, que corresponde al producto B- Green®, cuyo
ingrediente activo es el entomonematodo Heterorhabditis bacteriophora y que esté reportado
como un agente de control de coledpteros, logro ejercer control sobre el 28,38 por ciento de las
larvas de Phyllophaga sp. que fueron tratadas. Con las dos aplicaciones que se realizaron del
biocontrolador, espaciadas una semana, se logré obtener mejor resultado. Se pudo observar
que las dosis no fueron significativas, asi que se puede utilizar cualquiera de las dos evaluadas.
H. bacteriophora vive de manera simbidtica con la bacteria Photorhabdus luminescens; el
nematodo transporta la bacteria, que al llegar al hemocele de la larva causa la muerte del
hospedero; el estado juvenil 3 de los nematodos es el que adopta la bacteria para poder actuar
sobre nuevos hospederos [20]. La accion de los entomonematodos se da por la penetracion de
estos al insecto hospedante. El juvenil que ingresa al insecto lo hace a través de las aberturas
naturales ano, boca y espiraculos, o también por puntos o zonas donde la cuticula es muy
delgada[21].

La bacteria P. luminescens una vez que ha ocasionado la muerte de la larva se encarga de
producir antibidticos para evitar que otros microorganismos la invadan; ademas descompone por
completo los tejidos de las larvas, para convertirlas en fuente de alimento para los nematodos.
Los nematodos se reproducen dentro del cadaver y los juveniles J3, que son los infectivos,
migran en busca de nuevas presas [16]. El porcentaje de efectividad de B- Green® fue bajo,
lo que se pudo deber a diferentes variables que inciden en la accion del entomonematodo
H.bacteriophora, que es el ingrediente activo.
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Al considerar todas las posibles vias de ingreso del nematodo, se determind que entre las
variables que afectan la accion del producto sobre la plaga estan el acondicionamiento
natural de las larvas para repeler la accion de los entomonematodos, la obstruccion de la
boca del hospedero por materia orgénica, el exceso de excretas y espirdculos muy estrechos
[22]; también la temperatura elevada y una alta radiacion solar pueden tener efecto sobre su
efectividad [23].

La utilizacion de los nematodos entomopatdégenos como B-Green® presenta ventajas tales
como su facil aplicacion, su disponibilidad comercial, su preparacion en agua y su aplicacion
via sistema de riego o en drench [24]. Los entomonematodos son inocuos para el ser humano;
tras una aplicacion masiva y a falta del huésped, permanecen en poblaciones operativas
durante meses. En presencia del hospedero se reproducen aumentando sus poblaciones y
como son muy especificos en su preferencia por ciertos hospederos, permiten evitar dafios
secundarios [21].

Conclusiones

De los cinco productos evaluados en este ensayo (cuatro bioldégicos y uno quimico), cuyo
analisis se enfocd en la condicion de larvas muertas de Phyllophaga sp., solo tres de los
cuatro biolégicos tuvieron efecto en el combate de las larvas. Estos productos fueron los
correspondientes a los tratamientos T1 (Mycotrol® 11 EW), con p = 0,027 para el factor
dosis; T3 (Agro Gold®), con p = 0,004, y T4 (B-Green®), con p = 0,014, ambos para el factor
aplicacion. No se encontré evidencia significativa para los tratamientos T2 (BotaniGard®) y T5
(producto quimico) en ninguno de los factores evaluados (dosis, aplicacién, dosis x aplicacion).

El factor de analisis dosis tuvo significancia estadistica, con p = 0,027, con el producto Mycotrol®
11 EW, T1, que ademas fue el tratamiento que mejor resultado dio con la dosis dos (2,25 cc/
litro). En la primera aplicacion se obtuvo un 36,70 % de efectividad y un 39,29 % de efectividad
en la segunda aplicacion. Este incremento se puede atribuir a un aspecto acumulativo del
biocontrolador en el sustrato, por lo que se sugiere realizar aplicaciones periddicas del producto
para incrementar su poblacion de esporas en el suelo y asi mejorar su eficiencia en el combate
de la plaga.

El factor de analisis aplicacion tuvo significancia estadistica para los tratamientos T3 (Agro
Gold®), con p = 0,004, y T4 (B — Green®), con p = 0,014. De los dos productos se requirieron
dos aplicaciones con una frecuencia semanal para obtener resultado positivo. En el caso del
producto Agro Gold®, puesto que se necesitan dos aplicaciones como minimo y al no haber
diferencia significativa entre las dos dosis, se recomienda usar 5 cc/L. En el caso del producto
B- Green, se puede aplicar a una dosis de 300 000 nematodos/m?.

Los tres productos evaluados satisfactoriamente para el combate de Phyllophaga sp. presentaron
porcentajes de control que prueban que pueden ser utilizados en programas de manejo de la
plaga. Hay que considerar que estas herramientas deben ser utilizadas bajo criterios técnicos
de aplicacion siguiendo las recomendaciones apropiadas para el uso de cada una de ellas y
teniendo siempre en cuenta que los productos microbioldgicos tendran un mejor impacto desde
el punto de vista de control cuando sean utilizados de manera preventiva, o sea iniciando su
implementacion cuando los niveles de incidencia de la plaga son bajos y esto segun el criterio
de cada técnico o productor o el umbral econémico de cada cultivo.
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Recomendaciones

Los productos, Mycotrol® 11EW, Agro Gold® y B — Green® se pueden utilizar dentro de
un programa MIPE para el combate de Phyllophaga sp., ya que se verificd que actuan en
el combate de las larvas de esta plaga Estos productos son una opcion en la lucha contra
Phyllophaga sp., ya que no tienen impacto negativo para el ambiente ni para los usuarios y
permiten que la microflora y la fauna del suelo puedan mantenerse en equilibrio ecolégico,
mediante un manejo mas racional de los recursos.

Es muy importante implementar programas de monitoreo continuo de la plaga para identificar
el momento en que estan presentes las larvas de Phyllophaga sp., y asi poder definir cuando
aplicar alguno de los productos (Mycotrol® 11EW, Agro Gold®, B - Green®), o bien la
combinacion de ellos, de manera que se pueda lograr que el biocontrolador encuentre las
mejores condiciones para realizar su accion sobre el hospedero.

Por ser Mycotrol® 11EW, Agro Gold® y B — Green® productos biolégicos, se debe considerar
COMO un requisito importante que su aplicacion sea en suelos o sustratos humedos, ya que
la humedad permitira un desarrollo adecuado de estos organismos, y para el caso particular
de B — Green® es fundamental evitar las temperaturas elevadas y la radiacion solar alta en el
momento de aplicarlo, ya que los entomonematodos son sensibles a estas variables; o mejor
es aplicar este producto muy temprano en la mafiana o bien al atardecer.
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