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RESUMEN

Esta investigacion se realizo en el municipio de Puracé Cauca, para evaluar el
efecto insecticida del extracto de Bocconia frutescens sobre larvas de chisa An-
cognatha vulgaris. Se empleo un disefio de bloques completos al azar, con cinco
tratamientos y tres repeticiones. Los tratamiento T1, T2 y 13 corresponden a con-
centraciones de 14%, 17% y 20 % del extracto de zarcillejo, T4 tratamiento quimi-
co (Carbofuran) y T5 Testigo. Las variables evaluadas fueron: presencia de larvas
de chisas sanas y larvas afectadas, dafio en plantas, evaluado como intensidad
y porcentaje de infestacion. Se presentaron diferencias significafivas para las va-
riables: intensidad e infestacion, larvas de chisas sanas y afectadas-muertas, en
diferentes dias de evaluacion. EI mejor tratamiento fue el T2, sequido por 13 y T1.
Para el porcentaje de dario causado a la planta los mejores tratamientos fueron T2
y 15 con 57% para intensidad y para infestacion 55% y 45% en T2 y 13. El analisis
fitoquimico mostro la presencia de alcaloides, terpenos, antronas y cumarinas en
el extracto. El efecto causado por el extracto sobre las larvas fue deshidratacion y
flacidez hasta provocar la muerte, lo cual se atribuyea la accion de alguno de sus
metabolitos o la combinacion de varios.
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ABSTRACT

This research was carried out in the Puracé municipality, Cauca, Colom-
bia. Its target was to evaluate the insecticide effect of the Bocconia fru-
tescensextract on the white grubs of Ancognatha vulgaris. A randomnized
block design with five treatments and three replicates was applied. The
treatments T1, T2 and T3 corresponding to 14, 17 and 20% concentrations
of the plant extract, T4 to a commercial product (Carbofuran) and T5 as an
absolute control. The variables evaluated were the presence of healthy and
affected larvae; and the damage percentage on plants evaluated as inci-
dence and severity. Significative differences were found for the % intensity,
%infestation, healthy and affected larvae variables, at different evaluated
times. The best insecticide effect treatment was T2 (17% plant extract) fo-
llowed by T3 and T1. For the plant damage variables, the higher percentage
treatments were T2 and T5 with 57% intensity and 55% and 45% infestation
for T2 and T3 respectively. The presence of alkaloids, terpenes, anthrones
and coumarines in the plant extract was demonstrated by phytochemical
analysis. The effect of the B. frutescensextract on white grubs was dehy-
dration and flaccidity provoking death at any of the concentrations assayed.
This was attributed to the action of single metabolites or their combination.

RESUMO

Esta pesquisa foi realizada no municipio de Cauca Puracé para avaliar 0s
frutescens efeito inseticida Bocconia extrato de larvas de Chisa vulgaris
Ancognatha. Projete usamos em blocos casualizados, com cinco trata-
mentos e trés repeticées. O T1, T2 e T3 correspondem a concentragdes de
14%, 17% e 20% de extracto de zarcillejo, tratamento quimico T4 (carbo-
furano) e T5 Testemunha. As variaveis avaliadas foram: presencga de larvas
de larvas saudaveis e danos larvas planta afetada, avaliada como a inten-
sidade eo grau de infestacdo. Diferengas significativas para as variaveis:
intensidade e infestagdo de larvas larvas saudaveis e afetada-morto, em
diferentes dias de avaliagdo. O melhor tratamento foi sequido por T2 73 e
T1. Para a percentagem de danos para a planta se os tratamentos T2 e T5
com 57% de intensidade de infestacao e 55% e 45% em 12 e T3. A andlise
fitoquimica mostrou a presenca de alcaloides, terpenos, antronas e cuma-
rinas presentes no extracto. O efeito causado pelo extracto em larvas foi
flacidez mesmo causar desidratagdo e morte, o que € atribuido & accao de
um dos seus metabolitos ou uma combinagdo de varios.

INTRODUCCION

El cultivo de fresa (Fragaria sp.) en el municipio de Puracé ocupa un renglon
importante en la economia de las familias de la vereda Hispala, ya que el
50% de las parcelas lo tienen como cultivo principal. Este cultivo es uno de
los que tiene mayores costos de inversion en su establecimiento y sosteni-
miento, la mayor proporcion en costos corresponde a los insumos para el
control de plagas y enfermedades y estan alrededor de un 47%.
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Una de las plagas que causa mayor impacto en la
economia del cultivo de fresa en la vereda Hispala del
municipio de Puracé, es la chisa (Ancognatha vulga-
ris), aunque sobreviven hasta 70% de las plantas ata-
cadas por una sola chisa, pierden mas del 53% de su
potencial productivo; esta plaga desde hace décadas
se ha registrado en varios cultivos y pisos térmicos
de Colombia,[1,2,3,4]. Como lo menciona [5], las lar-
vas del género Ancognatha e incluso géneros distintos
conforman complejos de patron morfologico similar,
que a simple vista, no se diferencian dafinas de ino-
cuas, ademas de estar ocultas en el medio edafico; el
dano conjugado de tales complejos vy las deficiencias
en su diagnostico sustentan practicas agricolas poco
precisas para su control [6,7,8].

Existen en la region especies con propiedades etno-
botanicas como la planta de zarcillejo (Bocconia fu-
tescens) que ha sido utilizada tradicionalmente por los
productores de la vereda hispala en el Municipio de
Purace — Cauca para el control de las larvas de chi-
sa, utilizando una dosis en peso de hojas y frutos del
arbol, pero sin precisar porcentajes, lo cual ha sido
efectivo sin incurrir en el detrimento de la calidad de la
produccion (Informacion personal [9]).

El zarcillejo ha sido objeto de investigaciones que de-
muestran sus propiedades insecticidas sobre broca
(Hypothenemus hampei) [10], antimicobacteriano
contra tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis)
[11], en el control de parasitos externos en bovinos
[12]y diferentes usos medicinales (Sanchez, 2000) e
industriales [13].

Este trabajo se propuso evaluar el efecto insecticida
del extracto de Bocconia futescens sobre larvas de
chisa del género (Ancognatha) en el cultivo de fresa
(Fragaria sp.) en la vereda Hispala del municipio de
Puracé Cauca.

METODO

El trabajo de investigacion se realizd en el municipio de
Puracé localizado en la zona centro-Oriente del depar-
tamento del Cauca, entre los 2° 20’ 53” Latitud Norte y
76° 30’ 03” de longitud oeste del meridiano de Green-
wich. La vereda Hispala estaa una altura promedio de
2.196 m.s.n.m., con una precipitacion de 1600 a 2500
mm anuales y humedad relativa de 80% con tempera-
tura media de 12°a 16° C [14].

Captura de adultos

Con el fin de capturar e identificar los adultos de chisa
predominantes en el cultivo de fresa, se instalaron seis
trampas artesanales en campo, para lo cual se tuvo en
cuenta la épocade aparicion de los adultos de chisa re-
portadas en la literatura, momento en elcual los adul-
tos emergen del suelo para iniciar el ciclo vital y que
generalmentecoincide con las épocas de lluvia [14].

Para las trampas se usaronbotellas de 375 mL llenas
de petroleo que funcionaban como mecheros, inmer-
sosen platones que contenian aceite quemado, estas
trampas se distribuyeron deforma estratégica en los
extremos y centro del cultivo de fresa, de tal manera
quetuvieran un mejor rango de accion.

Efecto del extracto de zarcillejo

Para corroborar el efecto causado por el extracto de
zarcillejo sobre las larvas de chisa, se realizo una eva-
luacion que consistio en colocar algunas larvas dentro
de un recipiente transparente con suelo y una planta
de fresa; bajo estas condiciones se aplico extracto de
zarcillejo al 17% (concentracion utilizada por los agri-
cultores), y se hizoseguimiento durante 1 mes.

Preparacion del extracto. Se recolectaron plantas de
zarcillejo en la zona cercana al cultivo de fresa, se cor-
taron ramas y se usaron hojas y frutos para la prepa-
racion del extracto.

Se tomaron 6 Ib de material vegetal de zarcillejo, se-
maceraron uniformemente y se adicionaron 15 L de
agua; la mezcla se dejo fermentar durante 8 dias, pos-
teriormente se tomaron 1.5 del purin y se diluyeron en
10 L de agua para ser aplicados al suelo. Este extracto
se evaluo a concentraciones de 14%, 17% y 20% en
tres tratamientos con zarcillejo [9].

Montaje de tratamientos. Se utilizd un disefo de blo-
ques completos al azar, con 5 tratamientos represen-
tados por las concentraciones de extracto de zarcillejo
que se determinaron teniendo en cuenta la concen-
tracion utilizada por los agricultores (17%): 14% tra-
tamiento 1 (T1); 17% tratamiento 2 (T2); 20% trata-
miento 3 (T3); tratamiento quimico con Carbofuran,
tratamiento 4 (T4) y tratamiento 5 (T5) como testigo
que estuvo basado en el manejo tradicional realizado
por la comunidad, que consiste en recoleccion manual
de chisas. Los bloques se establecieron por pendiente
del terreno y a su vez representan |as repeticiones.



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 11 No.2 (19-28) Julio - Diciembre 2013

El tratamiento quimico se incluy6 en la evaluacion,
porque a pesar de estar prohibido y las recomendacio-
nes de no uso por parte de los técnicos, los agricul-
tores lo usan como el principal método de control de
chisa en la region.

La frecuencia de las aplicaciones se efectud segunob-
servaciones hechas por las investigadoras en campo,
basadas en un previoconteo; solo se controld cuando
Sse encontré al menos un individuo en cualquiertrata-
miento [14]. Las aplicaciones se hicieron en forma de
aspersional suelo alrededor de las plantas, utilizando
una bomba espaldera.

Para la evaluacion del control de chisa en los diferen-
tes tratamientos las variables evaluadas fueron: chi-
sas sanas, deshidratadas y muertas; porcentaje de
infestacion y porcentaje de intensidad de infestacion,
lo cual se realizd mediante observacion y evaluacion
cuantitativa a través de los signos de dafo apreciables
en hojas como amarillamiento del area foliar hasta la
marchitez de toda la planta como reporta [15].

Para establecer la poblacion inicial existente de larvas
de chisa, se tomaron 5 plantas al azar por repeticion,
se removio |a tierra alrededor de la planta para buscar
las larvas de chisa y establecer el nimero de larvas
presentes en ese momento, dejandolas en el sitio lue-
go del conteo.

Para evaluar el porcentaje de dafio causado a la planta
(% de infestacion), en cada tratamiento por repeticion
Se contd el nimero de plantas que presentaron sinto-
mas en hojas. Para evaluar el porcentaje de dafio (%
de intensidad de infestacion), se tomo como referen-
cia la escala fenotipica para evaluacion de valor agro-
nomico de plantas jovenes en yuca utilizado por [15] y
se modifico para asignar los porcentajes de intensidad
de infestacion de dafio causado por larvas de chisa en
plantas de fresa observados en campo a criterio de las
investigadoras. (Cuadro 1).

Costos de aplicacion

Para determinar los costos del control con cada trata-
miento, se tuvo en cuenta el nimero de aplicaciones
con zarcillejo y Carbofuran, realizadas durante el ensa-
yo hasta eliminar la poblacion de chisas presente. Para
el control manual se calculo el nimero de jornales, te-
niendo en cuenta tnicamentelos momentos en los que
Se hizo necesario. Los costos se establecieron para
unahectarea de fresa, en la vereda Hispala, municipio

Cuadro 1. Escala para evaluar porcentaje de intensidad de infestacion

Escala Planta Daiio en hojas
1 Excelente 0a10%
3 Bueno 11230%
5 Intermedio 31 a50%
7 Pobre 51a70
9 Muy pobre dafio >70%

de Puracé (Cauca), el nimerode jornales esta dado en
el tiempo que gasta un trabajador de la zona y en el
valorque tuvo dicho jornal en el momento del ensayo.

Analisis fitoquimico del zarcillejo

Con la colaboracion del laboratorio de Fitoquimica
de la Universidad del Cauca se realizo el analisis del
extracto de zarcillejo. Por el método de SOXHLET se
separaron los compuestos hasta obtener la concen-
tracion deseada. Utilizando la técnica de cromatografia
de capa delgada, se separaron los compuestos de la
planta y se realizaron pruebas para detectar metaboli-
tos secundarios, estas pruebas fueron: Borntrdger que
revela antronas y cumarinas, Dragendorff que detecta
alcaloides [16], Lieberman-Bouchard que revela terpe-
nos, Shinoda para detectar xantonas [17].

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizo usando
el software SAS, 9.1 mediante andlisis de varianza
y separacion de medias estadisticamente diferentes
usando la prueba Duncan (p<0,05).

RESULTADOS

Captura de adultos. Cuando las trampas se colocaron,
entre el final del periodo seco e inicio de lluvias, se
capturaron entre 8 y 10 adultos por trampa, lo cual
coincidio con los reportado por [14], quien indica que
ellas aparecen en periodo de lluvias

Efecto del extracto de zarcillejo

Se observo que las larvas presentaron deshidratacion,
lo cual se hizo evidente al ejercer presion manual so-
bre el cuerpo de la chisa porque se generd en el tejido
una depresion irreversible, acompanada de un estado
de letargo, donde la larva no se desplazd ni retomo su
caracteristica forma de “C” provocando posiblemente
su muerte (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del extracto zarcillejo sobre larvas de chisa.

A. Chisa en buen estado. B. Chisa deshidratada. C. Chisa muerta

La identificacion de los adultos capturados fue reali-
zada por la Doctora Mary Liz Jameson de la Univer-
sidad de Nebraska con la colaboracion de CORPOICA
C.l. Palmira, quien concluy6 que la especie presente
en el cultivo de fresa en Hispala municipio de Puracé

(Cauca), pertenece a la familia Melolonthidae, especie
(Ancognatha vulgaris).

Efecto de tratamientos

Se encontraron diferencias entre tratamientos mas no
entre bloques.

Se presentaron diferencias significativas para las va-
riables: % infestacion, % intensidad de infestacion,
larvas de chisas sanas y afectadas-muertas, en dife-
rentes dias de evaluacion (Cuadro 2).

Para la variable larvas sanas presentes en el suelo el
tratamiento que presentd mayor poblacion fue T5, se-
guido por T2 y T3. Este resultado muestra la efectivi-
dad del control ejercido por los tratamientos, pues en
estos las poblaciones se han reducido, contrario a lo
que sucede en el testigo (Cuadro 2).

Los valores para las variables chisas sanas, deshidra-
tadas y muertas estan dados en promedios, los valo-
res para la variable % de infestacion y % de intensidad
de infestacion estan dados en porcentaje (%).Valores
con letra diferente indican diferencia significativa

Para la variable larvas afectadas—deshidratadas, el
mejor comportamiento lo presentd T1.En cuanto a
namero de larvas muertas, se encontro que los trata-
mientos T2 y T3, fueron los que mejor se comporta-
ron, ejerciendo control sobre sus poblaciones. Pero
el mejor tratamiento para el control de larvas de chi-
sa es T2 extracto de Zarcillejo al 17%, concentracion
usada por los agricultores de la vereda Hispala; se
valida asi una practica de manejo utilizada por la co-
munidad, haciendo uso del material vegetal presente
en la zona, que hasta el momento era subvalorado
por falta de investigacion.

Porcentaje de daiio causado a la planta (% de infes-
tacion y % de intensidad de infestacion). Para la va-
riable % de infestacion, apreciable en hojasprevio a la
aplicacion de tratamientos, la prueba de Duncan arrojo
que las plantas de los tratamientos T2 y T5 presentan
diferencias significativas con respecto a T3 con porcen-
tajes de daro de 57 y 33% respectivamente (Cuadro 3).

La prueba de Duncan arrojo que el tratamiento que
presentd mayor porcentaje de dafo (% de intensidad
de infestacion) a nivel foliar, fue el tratamiento T2, se-
guido de los tratamientos T3 y T5. (Cuadro 3). Los
tratamientos T1 y T4 no presentaron dano.
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Cuadro 2. Duncan para las variables evaluadas
VARIABLES T1 T2 T3 T4 T5
Zarcillejo
14% 17% 20% Carbofuran | Testigo
# inicial de larvas 7 9 9 8 9
Sanas 0,0035b | 0,0088b | 0,0070b 0,0018 b 0,0368 a*
Deshidratadas 0,0246a*| 0,0035b | 0b 0b 0b
Muertas 0,0018c¢ | 0,0351a*| 0,0193b* | 0Od 0d
% de infestacion Oc 57a 33b Oc 57a
% de intensidad de la infestacion Oc 55a 45b Oc 29b

Este resultado es coherente con la variable presencia
de larvas de chisas sanas en el suelo, que muestra
que las poblaciones mas altas se encontraban en es-
tos mismos tratamientos, lo que significa que a mayor
poblacion de larvas de chisa, se presenta mayor % de
infestacion como lo reporta [15] (Cuadro 3).

Costos de aplicacion

Comparando los costos de los métodos evaluados,
se obtuvo que el costo masalto lo presento el control
manual, porque la actividad implica buscarplanta por
planta y retirar las larvas presentes, lo que incrementa
el numero dejornales; ademas fue necesario hacerlo
mas de una vez por ser este método pocoefectivo
(Cuadro 4). Seguido del control manual estan los cos-
tos de aplicacion de Carbofuran que sonmayores a los
del extracto de zarcillejo, esto se debe a la frecuen-
cia de aplicacionque se practica en la zona cuando se
presenta la plaga (cada ocho dias); este tipo de prac-
ticas desencadenan efectos como: generacionde re-
sistencia de las plagas, destruccion de controladores
naturales, de macro ymicrofauna de la rizofora, con-
taminacion y pérdida de la calidad de suelos, aguas-

Cuadro 3. Porcentaje de Dano causado a la planta.

superficiales y subterraneas [4] donde se puede en-
contrar elplaguicida o sus metabolitos de degradacion
debido a Ia lixiviacion a través de losperfiles del suelo
[10]. El carbofuran cuyo uso esta prohibidopor ser un
producto sistémico, categoria |, ejerce una accion letal
para los insectosy residual en todas las partes de la
planta incluyendo la fruta, que después decosechada
contiene trazas del quimico [16].

Analisis fitoquimico del extracto de zarcillejo

En el cuadro 5 se observan los resultados del analisis
fitoqulmico de Bocconia frutescens el cual revela que
contiene alcaloides, terpenos, antronas y cumarinas,
tanto en semillas como en hojas y tallos.

(+) Significa una respuesta positiva para ese meta-
bolito, (-) significa una respuesta negativa para ese
metabolito.

En la Figura 2 se observa el perfil cromatografico de
los extractos de semillas C, hojas y tallos D, mos-
trando la separacion de los metabolitos secundarios
presentes.

BLOQUES

A % de infestacion| % intensidad de infestacion izl
% % int.
| Il M [ It Inf. Inf
1 0 0 0 0,010 0 0
2 70 70 30 | 45 | 33 | 87 57 55
3 50 30 20 | 46 | 40 | 50 33 45
4 0 0 0 0,010 0 0
5 70 40 60 | 31 | 29 | 28 57 29
Media
Total bloque 190 140 110 1122 /102 | 165 principal

Media bloque 38 28

22 | 24 120 | 33 29 26
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Cuadro 4. Comparacion costos de 3 métodos de control de chisa
CONTROL
ZARCILLEJO CARBOFURAN MANUAL
DETALLE Cant. VI, Total Cant. vr. Total Cant. vr. Total
Unit. Unit. Unit
Jornales 0,5 7500 | 7500 0 0 0 0 0
preparacion
extracto
Producto 0 0 0 36000 | 108000 0 0 0
Trabajo de
campo
Jornales 16 15000 | 240000 15000 | 240000 69 15000 | 1035000
TOTAL 247500 348000 1035000
COSTOS

La prueba de Dragendorff para alcaloides dio resulta-
dos positivos y se observo mediante reaccion quimica
al producir manchas naranjas visibles; corroborando lo
obtenido por [13] en el analisis bromatoldgico (Figura 2).

La prueba de Lieberman — Bouchard para terpenos
dio positiva mediante reaccion quimica al obtener
una coloracion azul, coherente con el analisis de [18]
(Figura 3-2).

Para la prueba de Shinoda que detecta flavonas y
xantonas, la reaccion fue negativa tanto para semillas
como para tallos y hojas, al no obtenerse coloraciones
anaranjadas, rojas, roja azulosa o violeta.

En la prueba de Borntrdger se obtuvo una coloracion
amarilla indicando presencia de antronas y la colora-
cion azul presencia de cumarinas con longitudes de
onda de 365 nmy 254 nm (Figura 3).

A pesar de no conocer la especificidad de los alcaloi-
des y terpenos encontrados en la planta de zarcillejo,
se puede atribuir el efecto insecticida a estos metaboli-
tos secundarios; como reporta [18], los alcaloides,
dependiendo del tipo, pueden actuar por contacto y via
estomacal afectando directamente los musculos impi-

Cuadro 5. Tamizaje fitoquimico del extracto de Bocconia frutescens

Niicleo Fotoquimico | Hojas y Tallos | Semillas
Alcaloides + +
Terpenos + +
Xantonas - -

Antronas y Cumarinas + +

diendo su contraccion y ocasionando paralisis como
actua la riania que se extrae de Riania speciosa; otros
como en el caso de la nicotina (Nicotiana tabacum)
alteran la permeabilidad de la membrana, provocando
contracciones espasmodicas, convulsiones y final-
mente la muerte, y algunos son muy toxicos para el
aparato digestivo, produciendo irritaciones violentas
de todas las mucosas gastricas, como las semillas
de ricino (Ricinus communis). El efecto insecticida
de los terpenos es bien conocido por su accion anti
alimentaria, reguladora del crecimiento, inhibidora de
la oviposicion y esterilizante (arbol de neem - Azadira-
chta indica), ademas de sus propiedades toxicas y re-
pelente, cuando los terpenos se encuentran en forma
de aceites esenciales [19]. La presencia de antronas
y cumarinas en algunas plantas se manifiesta como
un mecanismo de defensa en respuesta al ataque de

Figura 2. Prueba Dragendorff, positiva para alcaloides

o

A B

-

A; en semillas, hojas y tallos B; perfil cromatogréfico de los extractos
de semillas C; hojas y tallos D; separacion de los metabolitos
secundarios presentes
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Figura 3. Prueba de Borntrager y Lieberman-Bouchard.

A B A

365nm

1; Semillas A, hojas y tallos By 2; Prueba Lieberman-Bouchard,
positiva para terpenos en semillas A, hojas y tallos B

insectos [20]. Por lo que se puede afirmar que el efec-
to deshidratante en las larvas de chisa causado por el
uso de extracto de Bocconia frutescens, sea el pro-
ducto de la accion de alguno de sus metabolitos o la
combinacion de varios de ellos.

CONCLUSIONES

El extracto de Zarcillejo ejerce un efecto insecticida
sobre larvas de chisa de |a especie Ancognatha vul-

garis, ocasionando deshidratacion, letargo y flacidez
del musculo esquelético y posteriormente su muerte.

El porcentaje de dafio causado por larvas de chisa
Ancognatha vulgaris en plantas de fresa con pobla-
ciones de 4-5 larvas por metro cuadrado fue 57% de
infestacion y 55% de intensidad de infestacion; para
poblaciones menores los porcentajes de infestacion
estuvieron entre el 57% - 33% y de intensidad de la
infestacion del 45% - 29%.

De acuerdo con la evaluacion, la concentracion de
extracto de Zarcillejo que mayor mortalidad presen-
t0 sobre larvas de chisa Ancognatha vulgaris, fue de
17%, con una frecuencia de aplicacion de cada 8 dias,
durante aproximadamente 2 meses después de la apa-
ricion de la plaga en el cultivo de fresa.

Desde el punto de vista de control de chisa, el ex-
tracto de zarcillejo y el Carbofuran son eficientes, la
diferencia esta en que el extracto deshidrata y luego
la larva muere, mientras que el carbofuran aparente-
mente las desplaza, porque la larva no aparece para
evaluar mortalidad.

Las pruebas cualitativas de andlisis fitoquimico realiza-
das al extracto de zarcillejo en semillas, hojas y tallos,
permitieron determinar que contiene gran diversidad
de metabolitos secundarios, de los cuales se identifi-
caron alcaloides, terpenos, antronas y cumarinas; que
poseen propiedades insecticidas, actuando como in-
hibidores de crecimiento, repelentes, anti alimentarios
y afectando el sistema nervioso central, entre otros.

La presencia de chisas en el cultivo no coincide con
una etapa fenologica en especial, por el contrario nor-
malmente coincide con la época previa a la llegada de
lluvias, por lo que se considera que la aparicion y dise-
minacion de las larvas esta determinada por las con-
diciones medioambientales predominantes en la zona
y por factores edafoldgicos propios del cultivo, mas
no por el estado de desarrollo en el que se encuentre
el cultivo, ya que durante todo el ciclo del cultivo se
realizaron muestreos.
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