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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solugdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
e recuperacao dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacao nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem e a
sociedade no ambiente rural.

E uma obra que fornece dados, informacées e resultados de pesquisas tanto para
pesquisadores e atuantes nas diversas areas das Ciéncias Agrarias, como para o leitor
que tenha a curiosidade de entender e expandir seus conhecimentos.

Este Volume VIl traz 26 artigos de estudiosos de diversos paises, divididos em
quatro eixos tematicos: Cultura e Sociedade no Contexto Rural; Producdo Sustentavel;
Producéo Vegetal e Solos e Aquacultura, Produgéo Animal e Veterinaria.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMO: Este trabalho aborda o montado
enquanto paisagem cultural. Apresenta-
se uma leitura diacronica da relagado entre
o Homem e o montado de sobro, fazendo
referéncia as principais fontes historicas
disponiveis. Aborda-se a importancia do
sector corticeiro em Portugal, e faz-se

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII

referéncia aos problemas relacionados com
a formacao e a caréncia de conhecimento
cientifico na area da subericultura. Focam-se
os conceitos de patrimonio cultural imaterial
e de conhecimento ecoldgico tradicional,
aplicados ao estudo do montado. Apresentam-
se os resultados de um questionario aplicado
a tiradores de cortica, entre as comunidades
rurais do sul de Portugal, em que se abordam
as condigdes laborais, a continuidade da
transmissdo do saber-fazer tradicional e o
declinio do montado. Por fim, perspetivam-se
linhas de trabalho futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Sobreiro. Paisagem
cultural. Tiradores de cortica. Patriménio
cultural imaterial. Mediterraneo. Questionarios.

CHALLENGES OF A MEDITERRANEAN
CULTURAL LANDSCAPE: THE MONTADO,
THE CORK HARVESTER AND THE
TRANSMISSION OF TRADITIONAL
KNOWLEDGE

ABSTRACT: This work discusses the cork oak
forest as a cultural landscape. A diachronic
reading of the relationship between man and
the cork oak forest is presented, referring
to the main historical sources available. The
importance of the cork sector in Portugal
is discussed and reference is made to the
problems related to the lack of training and
scientific knowledge in subericulture. The
concepts of intangible cultural heritage and
traditional ecological knowledge, applied to
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the study of the cork oak forest, are focused on. The results of a questionnaire applied to
cork strippers among rural communities in southern Portugal are presented. Finally, future
lines of work are envisaged.

KEYWORDS: Cork oak tree. Cultural landscape. Cork strippers. Intangible cultural
heritage. Mediterranean. Questionnaires.

1INTRODUCAO

O montado é a mais extensa paisagem cultural do sul da Peninsula Ibérica. Fruto
da acdo do Homem na Natureza, o montado resulta do estabelecimento de um fragil
equilibrio entre a exploragdo econémica e a preservagdo ambiental. Nos montados de
sobro, que constituem a maioria dos montados portugueses, a extragdo de cortica €
uma agéo fundamental para a sustentabilidade econémica e cultural de todo o sistema,
bem como para a preservacao da paisagem. Em Portugal, a area de sobro é ligeiramente
superior a 700 mil hectares, enquanto a de azinho nao atinge os 350 mil (INE, 2019, p.51-
52). A quase totalidade das duas espécies florestais vegetam em Portugal em sistema
de montado.

A extragdo de cortica interfere nos processos fisiolégicos da arvore, com
implicacdes diretas na qualidade da cortica produzida e na sobrevivéncia da propria
arvore (Natividade, 1950, p.109). Torna-se, assim, essencial identificar as formas de
transmissao do conhecimento relacionado com a extracéo da corti¢a, por forma a avaliar
a manutencao e continuidade, a longo prazo, de uma paisagem cultural e de um sistema
economico que, apesar de muito ativo, se encontra em declinio e sujeito a ameacas. De
facto, pela primeira vez desde que ha registos, a area de povoamento de sobro registou
uma diminuicdo entre 2005 e 2015 (Faisca, 2014, p.31; Uva, 2015, p.6). Um dos principais
desafios a preservacao do sistema agro-silvo-pastoril de montado é o da manutencao
da pratica tradicional de extragcéo de cortica. Dentro desta problematica, os tiradores de
cortica assumem o papel de atores principais e, por esse motivo, sdo indissociaveis de
quaisquer solugdes que possam surgir.

E precisamente nos tiradores de cortica que este artigo se foca a partir de
um questionario realizado, em 2019, no Alentejo. O objetivo principal & apresentar
um diagnostico preliminar sobre os problemas de transmissdo do conhecimento de
um saber-fazer tradicional essencial para a manutencdo do montado de sobro - a
extracéo de cortica. Pretende-se ainda definir os eixos futuros de investigagcao que,
esperangosamente, levardo a producéo de propostas de resolugcdo de uma das maiores

ameagas a sobrevivéncia de todo este ecossistema.
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2 O MONTADO: ECOSSISTEMA E PAISAGEM CULTURAL DO MEDITERRANEO
OCIDENTAL

O sobreiro (Quercus Suber L.) cresce exclusivamente no Mediterraneo Ocidentall
nas zonas onde, devido a influéncia do Oceano Atlantico, a amplitude das oscilagcoes
térmicas e a elevada aridez estival do clima mediterranico tipico sdo atenuadas
(Natividade, 1950, p.33). Distribuindo-se, conforme a Figura 1, essencialmente por Portugal
(34%), Espanha (25%), Marrocos (18%) e Argélia (11%) (APCOR, 2021), o sobreiro é parte
integrante de um ecossistema extraordinario denominado montado, que resulta de uma
paisagem cultural Unica assente num sistema agro-silvo-pastoril.

O Homem é parte integrante e fundamental deste ecossistema. A sua acao foi
imprescindivel na criacdo dos montados e a intervencdo humana € necessaria a sua
manutencao, sem a qual o sistema evolui de forma natural para uma formagao de tipo

bosque mediterranico (Fonseca, 2004, p.10).

Fig. 1 - Distribuicéo potencial do sobreiro no planeta. (Oliveira, 1991)

O termo “montado” é aplicado a um conjunto heterogéneo de sistemas de
producéo florestal ndo lenhosa, baseados na exploragdo de quercineas - o sobreiro e/ou
a azinheira — de modo conjugado com uma utilizagao nao intensiva do solo com finalidade
agricola, pecuaria ou cinegética. Pode incluir desde as formagdes naturais de matagais
arborizados (sobreirais ou azinhais) até povoamentos arboreos dispersos mantidos pela
atividade humana (montados de sobro ou azinho) (Pinto-Correia, Ribeiro e Potes, 2013,
p.9). A relativa estabilidade do sistema de montado resulta da equilibrada intervencéo

das comunidades humanas na floresta mediterranica que, apesar de continuada, tem
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respeitado razoavelmente as limitagbes do meio. Os estudos historiograficos revelam
uma evolucao gradual da intervencéao humana no meio ambiente, aproveitando as suas
potencialidades.

Em 1992, a Convencdo do Patrimonio Mundial da UNESCO reconheceu a
necessidade de protecdo das paisagens culturais, definindo-as como “combined works
of nature and man”.

As paisagens culturais sao “illustrative of the evolution of human society and
settlement over time, under the influence of the physical constraints and/or
opportunities presented by their natural environment and of successive social,
economic and cultural forces, both external and internal’ (UNESCO, 2012, p.14).

Mas o conceito de Paisagem Cultural ndo era novo. A UNESCO limitou-se a
promover uma concecao desenvolvida por geografos alemaes, entre o final do século
XIX e o inicio do século XX (Carvalho e Marques, 2019). Também o gedgrafo portugués
Orlando Ribeiro abordou o tema das “paisagens humanizadas” (Ribeiro, 1945, p.22).

“O debate atual sobre paisagens culturais centra-se na preservagdo da sua
identidade num contexto de mudancas nos mais variados quadrantes. A
transmisséo do saber, enraizado na cultura das comunidades, veicula um modo
de vida com importancia na construgcdo das paisagens, ao longo do tempo.”
(Carvalho e Marques, 2019, p.93)

O montado tem mantido uma resiliéncia significativa como sistema seminatural
de producéo, baseado numa utilizacao extensiva dos recursos. No montado cruza-se a
extracao da cortica, o pastoreio, o aproveitamento de frutos para alimentacao animal
e o cultivo de sequeiro, sob uma cobertura arbérea quase exclusivamente de sobreiro
(Quercus suber L.), azinheira (Q. llex L.) ou ambos (Pinto-Correia e Fonseca, 2009). Ha
ainda, embora pouco significativas, areas de montado com outras quercineas, como o
Carvalho-Negral, ou em regime misto com Pinheiro.

Além das arvores, desenvolvem-se determinadas espécies arbustivas no sob
coberto vegetal tais como as estevas e os sargacos (Cistus spp.), as giestas (Cytisus spp.,
Retama spp.), as urzes (Erica spp.), a murta (Myrtus spp.), a aroeira (Pistacia lentiscus) ou
o medronheiro (Arbutos unedo). Estas ocorrem em funcdo da gestédo e do tipo de solos
(Pereira, Bugalho e Caldeira, 2008, p17).

Em determinados periodos histéricos, a intervencdo humana intensificou-se
introduzindo alteragcdes na paisagem e alguns desequilibrios no sistema, agravados
nas Ultimas décadas pelas alteragdes climaticas. A acdo humana registou-se
essencialmente ao nivel da mecanizagdo progressiva, da exploragdo intensiva da
cortica e da introducado de espécies pecuarias de maior porte, sobretudo bovinas.

A mecanizacéo e a intensificacdo da cerealicultura conduziram a uma progressiva
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destruicao do estrato arbodreo, sobretudo em trés periodos: o periodo que se seguiu
ao “Regime dos Cereais” instituido por Elvino de Brito, em 1889; a “Campanha do Trigo”
entre 1929 e 1938; e a época da “Reforma Agraria”, entre 1975 e 1979. Apds a entrada de
Portugal na Comunidade Europeia, em 1986, reduziu-se a area dedicada ao cultivo de
cereais (Faisca, 2019a). No entanto, em 1992, a atribuicao de ajudas diretas a producéo,
no ambito da revisdo da Politica Agricola Comum (PAC), incluindo um prémio por cabeca
de gado, mais elevado no caso dos bovinos, conduziu a uma generalizagao da produgcao
de bovinos no sob coberto do montado, com impactos negativos na sua regeneracao
(Pinto-Correia, Ribeiro e Potes, 2013, p14).

O montado de sobro caracteriza-se por uma area arborea escassamente povoada
(c. 80 arvores/hectare). Os sobreiros surgem intercalados por areas de arbustos (¢.55%),
por vezes por pastagens (c. 40%) e, menos frequentemente, pela cultura de cereais (c.
5%) (Faisca, 2020).

A secular exploracao econémica do montado de sobro, ainda dominante, mantém
o equilibrio ecolégico do ecossistema e desempenha um papel fundamental na retengcao
de agua, na conservacao do solo e, sobretudo, no sequestro de carbono. E fundamental
a manutencéo das arvores simultaneamente a extragcédo da mais valiosa matéria-prima
do montado de sobro - a cortica. De nove em nove anos, entre o final da primavera e
meados do verao, o sobreiro € descorticado e da-se inicio a sua regeneracéo. Embora o
processo de descorticamento provoque algum stress no sobreiro, a exploracao da cortica
€ uma atividade compativel com o sequestro de carbono. O diéxido de carbono (CO,)
atmosférico é captado e armazenado (sequestrado) na madeira do tronco (na cortica),
nos ramos, nas raizes das arvores e no solo da floresta (Gil, 2004, p.65-66).

A proporgao de carbono extraido na cortica constitui uma percentagem muito
peguena (normalmente inferior a 10%) do total fixado em cada novénio. Como a arvore
se mantém intacta, a cortica pode ser extraida repetidas vezes sem que isso afete
diretamente o “stock” de carbono do montado (Pinto-Correia, Ribeiro e Potes, 2013, p.21).
Por outro lado, o montado desempenha um papel importante na retencéo de agua e na
conservacao do solo, impedindo o avango da desertificagdo natural (Pereira, Bugalho e
Caldeira, 2008, p.32-34).

O montado é também um hotspot de biodiversidade, constituindo o habitat de 24
espécies de répteis e anfibios, mais de 160 espécies de aves, 37 espécies de mamiferos
e de uma média de 135 espécies de plantas diferentes por cada quildbmetro quadrado
(APCOR, 2021). E também aqui que se encontram os Ultimos refligios de varias espécies
ameacadas de extincdo como a Aguia-Imperial e o Lince Ibérico (Pinto-Correia, Ribeiro

e Potes, 2013, p.24). De facto, a biodiversidade deste ecossistema coloca a disposicdo
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uma vasta panoplia de produtos naturais que foram aproveitados pelas populacdes
locais, ao longo dos diferentes periodos histoéricos, e que atualmente atingem um valor de
mercado cada vez maior. E o caso de alguns produtos alimentares presentes em muitos
pratos da cozinha alentejana entre os quais os espargos, a bolota, outros fungos e alguns
tubérculos. Noutra perspetiva, as ervas aromaticas e as plantas medicinais também sao
recolhidas para utilizagdes que vao desde chas (tomilho), perfumes (esteva), especiarias
(orégaos) e medicamentos (alecrim verde).

Guardiao da biodiversidade, absorvente de gases com efeito de estufa e fator de
combate a desertificagao natural e humana, o ecossistema do montado de sobro tem

um valor ambiental, social e econdémico incalculavel, que € simultaneamente muito fragil.

3 A EVOLUGCAO DA IMPORTANCIA ECONOMICA DO SECTOR CORTICEIRO EM
PORTUGAL

As fontes apontam-nos para uma utilizacao silvo-pastoril do bosque mediterranico
com limpeza dos matos, protecao do sobreiro e aproveitamento multiplo dos recursos,
através da pratica da apicultura, pecuaria, agricultura e silvicultura, no inicio da Idade
Média (Alonso, 1998; Barata e Leite, 1996; Grove e Rackham, 2001). O Cédigo Visigdtico,
do século VI, regista as primeiras normas que procuram regulamentar a exploragao deste
ecossistema pelo Homem, protegendo a apicultura, proibindo o abate de sobreiros e de
azinheiras, e prevendo penas para quem causasse danos no arvoredo (Barros, 1950).
Recentemente foi iniciada uma investigagdo sobre as evidéncias da exploragao de cortica
em época romana, cuja materialidade é revelada através da frequente identificacdo
de tampas de cortica em anforas romanas de producdo lusitana, em naufragios no
Mediterraneo (Bombico e Carneiro, 2016). Sabe-se, igualmente, que no século XIV a cortica
era um produto presente no comércio europeu (Soldevila i Temporal, 2009, p.599-600).

A partir do século XV regista-se uma pressdo crescente sobre a floresta
mediterranica em Portugal. Se for tida em conta a exploragédo economica do sobreiro
a partir dessa época, compreendem-se perfeitamente as razbes do progressivo
desaparecimento da arvore em distintas regides, sobretudo a norte do Rio Tejo. A madeira
de sobro era utilizada para a construgao civil e para a constru¢ao naval, que se intensificou
especialmente a partir do periodo da expansdo maritima. Por outro lado, ocorriam de
forma sistematica abates de sobreiros para a obtenc¢édo de lenha e carvéo. Paralelamente,
o crescimento populacional, em regides como o Minho, exigia o alargamento da area
cultivada, através de arroteamentos, para dar resposta as necessidades alimentares

(Faisca, 2014, p.11-16). Assim, a época moderna caracteriza-se pelo recuo continuo da

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 1 _



area de sobreiro, ndo obstante as diversas ordens régias em sentido contrario. Alguns
forais manuelinos tém referéncias diretas ao pagamento de taxas ou coimas pelo abate
de sobreiros e azinheiras. A legislacao de 1593 proibe o abate de sobreiros para fazer
carvao, nas areas junto ao curso do Rio Tejo, e o legislador reconhece “(...) por ndo se
cumprir a dita Ley extravagente, estao as matas do limite della muy danificadas, & outras
muitas destruidas & acabadas de todo (...)" (Portugal, Leis, Decretos, etc. 1593).

A situacdo comeca a inverter-se apenas a partir dos meados do século XVIII, com
o surgimento dos primeiros montados, segundo a generalidade dos autores (Natividade,
1950; Balabanian, 1984; Silbert, 1978). E neste periodo que se comecga a esbocgar uma
técnica subericola no Alentejo, baseada em desbastes seletivos, conducentes a uma
baixa densidade do arvoredo, permitindo o aproveitamento agricola do solo e a utilizagéo
integral dos frutos (bolota) pelo gado (Natividade, 1950, p.46). Porém, nesta fase inicial
a preferéncia recaia especialmente sobre os montados de azinho, cujos frutos séo
mais adequados a engorda dos porcos, registando-se ainda pouco investimento no
desenvolvimento do montado de sobro (Mendes, 2002, p.47).

A forte valorizagao da rolha de cortica, a partir do final do século XVII, € a alavanca
para o investimento nas areas de sobreiro em Francga e, no século seguinte, na Catalunha.
Contudo, em Portugal s6 a partir de meados do século XIX é que a exploragao da cortica
se torna uma atividade economicamente remuneradora (Faisca, 2019b. p.95-107). De
facto, na centuria de Oitocentos, a procura de matéria-prima estende-se as regides com
maior superficie de sobro do planeta, ou seja, o Sudoeste da Peninsula Ibérica (Andaluzia
e Extremadura em Espanha; Alentejo e Algarve, em Portugal). Este movimento teve
consequéncias bastante claras na paisagem do Alentejo, estimando-se que a area de
sobreirais tenha duplicado ao longo da segunda metade do século XIX (Fonseca, 1996,
p.54; Radich e Alves, 2000, p.77). Este fendmeno é assinalado por agrénomos (Paulo de
Moraes e Ramiro Larcher Marcal), gedgrafos (Gerardo Pery) e etnografos (Silva Picao).
Alguns desses especialistas consideram que o avan¢o do montado de sobro ocorreu, nao
sO por aproveitamento de terrenos incultos, mas também a custa do montado de azinho
preterido relativamente a “arvore da cortica” (Faisca, 2014, p17).

E entdo que industriais corticeiros de origem inglesa, catala e portuguesa (ainda
que estes em menor numero) percorrem o Sul de Portugal em busca de matéria-prima.
Alguns fixaram fabricas no Alentejo, como € o caso de George Robinson em Portalegre,
Thomas Reynolds em Estremoz, Henry Bucknall em Ponte de Sor e Andrés Camps em
Evora. O nimero de unidades fabris e de operarios corticeiros aumenta consideravelmente
nas ultimas décadas do século XIX (Lains, 2003, p.138; Parejo Moruno, 2009, p.88). O

sector corticeiro torna-se uma das principais atividades econdmicas portuguesas: a
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cortica transformada era uma das principais exportagdes industriais, ao mesmo tempo
que a cortica em bruto o era no sector primario.

A Primeira Guerra Mundial (1914-1918) teve um fortissimo impacto negativo
no sector corticeiro uma vez que, além do abrandamento do comércio internacional,
as principais poténcias em conflito eram os maiores consumidores de cortica. Em
1900, o Reino Unido representava 36% das exportagdes portuguesas de cortica e
a Alemanha 24% (Parejo Moruno, 2010). Uma década depois, surge um novo fator de
ameaca a manutencédo do montado - a “Campanha do Trigo” (1929-1938). Os incentivos
extraordinarios a producgéo de trigo tiveram como consequéncia a expansao da area de
cultivo deste cereal. Em muitos montados foram semeados campos de trigo junto dos
sobreiros, disputando nutrientes do solo com as arvores e danificando o sistema radicular
devido a mobilizacdo do solo na preparacdo do terreno para a lavoura (Figura 4). Em
casos extremos ocorreu mesmo a desarborizacao de algumas areas, nao obstante tal ter
sido tornado ilegal (Faisca, 2014, p.26-27).

Figura 2 - Montado lavrado para a producéo cerealifera. (Natividade, 1950, p.273)

s L3 . £ e .

Contudo, é neste periodo que surge a primeira legislacdo contemporanea de
regulamentacao florestal do sobreiro, publicada em 1927 (Decreto n.© 13658). Durante
o Estado Novo procurou-se fazer face a um conjunto de problemas da fileira da cortica
que incluiram a falta de mao-de-obra qualificada e a ma gestdo do montado de sobro,
através da acdo da Junta Nacional de Cortica (Garcia Pereda, 2009). Em simultaneo, do
ponto de vista florestal, varios organismos, como a Estacédo Experimental do Sobreiro
e do Eucalipto e a Comissdo de Fomento Subericola, interferiram no sector levando a

expansio da area de sobreiro em Portugal. E neste contexto que Portugal se torna lider
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mundial do sector corticeiro em termos florestais, industriais e comerciais (Zapata Blanco,
2002; Parejo Moruno, 2010).

Atualmente, o sector vive um periodo paradoxal. Por um lado, a vitalidade
econdmica do sector da cortica, que em 2018 representou mais de 1.000M € das
exportagdes portuguesas (APCOR, 2020), esta na base do emprego de muitas zonas
rurais do interior entre tiradores, trabalhadores da industria e servigos relacionados com
produtos do montado de sobro (apicultura, cinegética e turismo). Neste sentido, quase
dois tercos do valor das exportacdes de cortica a nivel mundial pertencem a Portugal.
Espanha representa menos de um quinto do total, a Franca, a Itdlia e a Alemanha
apresentavam valores muito timidos (APCOR 2017, 2018 e 2019). Outros paises,
historicamente relevantes no negocio da cortica, como o Reino Unido e a Alemanha, tém
hoje um papel completamente marginal no sector a nivel global.

Contudo, por outro lado, o sobreiro encontra-se em declinio colocando a industria
um problema grave na oferta de matéria-prima, quer em quantidade, quer em qualidade.
Alteragcbes climaticas, sobre-exploragédo dos recursos naturais e mas praticas, onde
se inclui a tiragem, sédo alguns dos principais motivos. As solugbes com recurso ao
sobreiral intensivo de regadio podem, eventualmente, resolver o quantitativo da oferta
de matéria-prima, mas com um impacto ecoldgico imprevisivel alterando todo o equilibrio
do ecossistema do montado. Perante a enorme importancia que detém, nos territorios
onde subsiste, torna-se fundamental que agricultores, proprietarios, cientistas, politicos e
cidadaos juntem forgas para que o montado de sobro se mantenha, como tem acontecido,

pelo menos, nos ultimos duzentos anos.

4 A TIRAGEM DE CORTICA: PRATICA, FORMACAO E LEGISLACAO

A quantidade e a qualidade da cortica produzida por um sistema de montado
de sobro, ou por um sobreiral, dependem das caracteristicas das arvores, do clima, do
solo, mas também do tratamento silvicola que é dado a todo o ecossistema (Faisca,
2015, p.416). A execugdo do descorticamento é dos aspetos mais importantes, ja que
esta atividade interfere nos processos fisioldgicos da arvore. O sobreiro ndo suporta o
descorticamento integral e a tiragem de cortica € uma operacgéo delicada que, se efetuada
de forma menos correta, por exemplo ferindo a arvore ou realizando tiragens precoces,
pode comprometer, de forma irremediavel e cronica, a qualidade da cortica produzida ou
até mesmo levar a morte do sobreiro (Goes e Tenreiro, 2000, p.31-35).

Assim, o recurso a mao-de-obra especializada é essencial. Contudo, a falta desta
€& um problema diagnosticado, pelo menos, desde os finais do século XIX. O proprietario

Clemente Menéres, ndo compreendendo as especificidades da tiragem da cortica,
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contratou trabalhadores que segundo as suas proprias palavras “ndo sabiam nada de
extracdo de cortica” que acabaram por danificar muito sobreiros (Menéres, 1915, p.24).
Fontes da mesma época relatam queixas de proprietarios e agronomos sobre a forma como
0s sobreiros eram explorados pelos rendeiros, denunciando descorticamentos precoces,
cujo tempo de criagdo da cortica era inferior aos nove anos recomendados (Faisca, 2015).

A auséncia de instrucdo subericola era generalizada entre trabalhadores e
proprietarios. Apenas em 1864 foi criada, no Instituto Geral de Agricultura em Lisboa,
a licenciatura em Engenharia Silvicola. Esta contava com disciplinas exclusivamente
florestais (Principios gerais de silvicultura, Topografia e artes florestais, Economia agricola
e florestal, legislagéo agraria e florestal), num total de 13 cadeiras técnicas, acrescida de
um ano de estagio na Quinta Florestal da Marinha Grande. E de salientar que esta zona
era ja dominada por pinheiros, ou seja, dificilmente o aluno teria contacto com questoes
subericolas durante o seu ano de estagio (Faisca, 2019, p.291-292). Mais tarde, em 1886,
surge o curso de Regente Florestal, uma formagéo de nivel intermédio. Por seu turno, a
nivel elementar, criam-se seis escolas praticas de agricultura distrital. Apenas a Escola
Pratica de Agricultura de Portalegre, situada no concelho de Alter do Chao, previa a
lecionacao de conteudo subericola através da disciplina de “Cultura economica da vinha,
da oliveira, do sobreiro e da azinheira, e utilisacdo dos productos d'estas plantas”. No
entanto, o alcance destas formagdes era curto, quer pelo nimero reduzido de estudantes
do ensino superior a época, quer pela efemeridade de algumas destas iniciativas pois,
por exemplo, a Escola Pratica de Agricultura de Portalegre apenas funcionou durante seis
anos (Faisca, 2019, p.293-295).

Figura 3 - Tiradores de cortica em Tras-Os-Montes nas propriedades de Clemente Meneéres. (Menéres, 1915)
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De forma a suprir este problema, o Estado, a partir da segunda década do século
XX, atuou em duas vertentes: a legislativa e a educativa.

Até entdo, a protecdo, gestdo e manutengcdo do montado de sobro estava
limitada a sensibilidade dos proprietarios, rendeiros e trabalhadores. A generalidade
dos proprietarios era pouco consciente dos riscos e raramente impunha condigcdes no
sentido de regular o descorticamento, aquando do estabelecimento dos contractos de
arrendamento (Faisca, 2015).

A nivel legislativo regulou-se de forma muito especifica a tiragem de cortica.
Assim, por exemplo, o 1.° artigo do Decreto-Lei n° 27776, de 24 de junho de 1937,
determinou que “Nao é permitida a extracéo de cortica amadia e secundeira com menos
de nove anos de criagdo”, enquanto o 2.° artigo restringiu “A desbdia de chaparros (...) a
altura em que a circunferéncia sobre a cortica ndo seja inferior a 60 centimetros”. Ja na
década de 1950, o Decreto-Lei n° 38271, de 26 de maio de 1951, fixou os meses em que
se poderia efetuar a poda de sobreiros nos montados ou nas propriedades com mais
de dez daquelas arvores. A lei atualmente em vigor € o Decreto-Lei 169/2001, de 25 de
maio, alterado pelo Decreto-Lei n.° 155/2004, de 30 de junho. Esta legislacido impde que
o corte ou a poda de sobreiros e azinheiras sejam requeridos e autorizados pelo ICNF, I.P.
Estes decretos reproduzem e reforgam as proibicoes da legislacéo anterior e introduzem
algumas regras novas. Destacamos a alinea a) do artigo 16° que proibe “mobilizagcées de
solo profundas que afetem o sistema radicular das arvores ou aquelas que provoquem
destruicéo de regeneracéo natural’.

Quanto a agéo educativa, foram criados programas de educagéao formal e nao-
formal, administrados essencialmente pela Junta Nacional de Cortica (JNC). O mais
impactante, provavelmente, tera sido a escola de podadores de sobreiros e tiradores de
cortica que, entre 1947 e 1966, formou mais de 3.000 individuos (Garcia Pereda, 2009,
p.73). Em simultaneo, a JNC editou obras técnicas, como o ABC do podador de sobreiro
e do tirador de cortiga, produziu programas radiofénicos, distribuiu folhetos e cartazes
técnicos e forneceu assisténcia técnica aos proprietarios (Garcia Pereda, 2016, p.61).
Infelizmente, com a extingéo da JNC, em 1972, e do Instituto dos Produtos Florestais, em
1988, este tipo de formacgéo praticamente desapareceu.

Recentemente, o CINCORK - Centro de Formacao da Industria da Cortica -
procurou recupera-las, mas com pouco sucesso. Este falhango contrasta com o sucesso
que a mesma entidade tem obtido nas formagoes relativas a gestéo e producéao industrial
de cortica.

OICNF -Instituto de Conservagao da Natureza e das Florestas —promove umaacéao

de formagéo para tiradores de cortica. Esta, com um total de 21 horas letivas, € destinada
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aos trabalhadores no ativo e é composta por quatro modulos distintos: | - Seguranca
e saude no Trabalho Florestal (SST) e medidas preventivas de protecdo ambiental,
Il - Extragcdo de Cortica, Ill- Descorticamento e IV-A Corti¢ca: Calculos de produgéo.
Infelizmente, ndo temos acesso a qualquer informacdo relativa ao nimero de individuos
formados ou ao numero de cursos lecionados, e desconhecemos se, atualmente, esta
formagao continua a ser ministrada. A julgar pelos resultados do questionario, o impacto

desta iniciativa foi também bastante limitado.

Figura 4 - Capa do abc do podador de sobreiros e do tirador de cortica, editado pela JNC.
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Figura 5 — Mapa com a distribuicdo do sobreiro em Portugal de 1966. (ABC do tirador e do podador de cortica,
Junta Nacional de Cortica: 7)
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5 PATRIMONIO CULTURAL IMATERIAL E CONHECIMENTO ECOLOGICO
TRADICIONAL: UMA INTERAGCAO DE CONCEITOS

“Entende-se por patrimoénio cultural imaterial as praticas, representagées,
expressoes, conhecimentos e competéncias - bem como os instrumentos,
objetos, artefactos e espagos culturais que lhes estdo associados - que as
comunidades, grupos e, eventualmente, individuos reconhecem como fazendo
parte do seu patrimonio cultural. Este patriménio cultural imaterial, transmitido
de geragao em geracgéo, é constantemente recriado pelas comunidades e grupos
em funcéo do seu meio envolvente, da sua interacdo com a natureza e da sua
histéria, e confere-lhes um sentido de identidade e de continuidade, contribuindo
assim para promover o respeito da diversidade cultural e a criatividade humana”
(Convencédo da UNESCO para a Salvaguarda do Patrimonio Cultural Imaterial,
2003, Artigo 2°, ponto 1).

A pratica tradicional de extragéo de cortiga encontra enquadramento nos dominios
considerados como patrimoénio cultural imaterial descritos nas alineas d) conhecimentos
e usos relacionados com a natureza e o universo e e) técnicas artesanais tradicionais, do
ponto 2 do artigo 2° da Convengao da UNESCO.

Em 2021, a tiragem de cortica integrou o Inventario Nacional do Patrimonio
Cultural Imaterial, na sequéncia de um processo proposto pelo Municipio de Coruche em
2018 (PROC/0000000080 - Tiragem da cortica no concelho de Coruche).

A Comissdo Nacional da UNESCO apresentou, em 2017, o “Montado, Cultural

Landscape” a Tentative List da UNESCO, colocando-o assim na lista proviséria a
considerar para uma futura candidatura a Patriménio da Humanidade.

Felizmente, as politicas publicas nacionais sustentam de forma clara a valorizagdo
do montado de sobro como patrimonio natural e cultural. Como vimos, o sobreiro foi
legalmente protegido em Portugal desde a Idade Média. As leis atuais proibem o seu
abate e regulamentam a gestdo dos montados. Merece, também, nota o facto de,
em dezembro de 2011, o Sobreiro ter sido instituido Arvore Nacional de Portugal pela
Assembleia da Republica.

A pratica tradicional de tiragem de cortica surge, também, perfeitamente
alinhada com o conceito de Conhecimento Ecolégico Tradicional (TEK - Traditional
Ecological Knowledge).

Fikret Berkes define o conceito de Conhecimento Ecoldgico Tradicional como “a
cumulative body of knowledge, practice, and belief, evolving by adaptive processes and
handed down through generations by cultural transmission, about the relationship of living
beings (including humans) with one another and with their environment” (Berkes, 2012;
Berkes, Colding e Folke, 2000). O conceito tem ganho destaque nas ultimas décadas, na
sequéncia do reconhecimento da sua importancia na gestdo dos recursos naturais, no

desenvolvimento sustentavel e na adaptacao das comunidades as alteracoes climaticas.
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Merece, igualmente, destaque a Convencéo sobre a Diversidade Bioldgica (1992),
retificada por Portugal através do decreto n.° 21/93, de 21 de junho, tendo entrado em vigor
a 21 de marcgo de 1994. Esta convencéo inclui principios nos quais se enquadra a protecao
do montado e a valorizacao da pratica tradicional de extracéo de cortica. Destaque para o
artigo 10 (alinea c) que refere “protect and encourage customary use of biological resources
in accordance with traditional cultural practices that are compatible with conservation or
sustainable use requirements”. A convengao destacatambém aimportanciado conhecimento

e das tecnologias tradicionais e indigenas, nos artigos 17 e 18, respetivamente.

6 O MONTADO, O TIRADOR DE CORTICA E A TRANSMISSAO DO SABER-FAZER
TRADICIONAL: UM ESTUDO INTEGRADO

O tema da transmissao do saber-fazer tradicional, associado a tiragem de cortica,
apresenta-se como fundamental na discussao atual dos desafios do desenvolvimento
sustentavel das areas rurais do sul da Peninsula Ibérica. A questédo torna-se essencial
pela conjugacao de dois grandes fatores. A importancia econémica do sector corticeiro
e o facto da pratica tradicional se manter inalterada.

Gracas as suas especificidades técnicas, a pratica temresistido aintrodugéo de novas
tecnologias. A auséncia de solugcdes mecanicas eficientes tem permitido a sobrevivéncia de
um saber-fazer tradicional que se resume na trilogia Homem - Machada - Sobreiro.

Foi pelo exposto que em 2019 se aplicou um questionario a um conjunto de
tiradores de cortica. Questionario, esse, que se subdivide em distintas dimensbées de

recolha e analise de dados, conforme sera exposto a continuagao.

7 QUESTIONARIO
71 OBJETIVOS

O principal objetivo consiste na analise da gestdo do montado e do seu recurso
mais valioso - a cortica — de uma perspetiva ainda pouco explorada dando voz a um dos
grupos com maior intervencao - os tiradores de cortica.

Ainda que a uma escala bastante circunscrita, quer numérica quer geografica, o

questionario foi pensado para cumprir os seguintes objetivos especificos:

- Caracterizar o perfil profissional, socioeconémico e demografico do tirador
de cortica em Portugal;

- lIdentificar as formas de transmissdo do saber-fazer tradicional e do
patriménio cultural associado a tiragem da cortica, nas comunidades rurais

do sul de Portugal;
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- Identificar as ameacas e limitacbes a continuidade das formas tradicionais
de transmissao e pratica, no contexto das alteragdes sociais dos ultimos 100
anos e da globalizagao;

- Identificar as causas do declinio do montado e as ameagas ao patrimonio
natural e a biodiversidade, na perspetiva do tirador de cortica;

- Avaliar o “vazio” no campo da formacao profissional nesta area e analisar a
opinido dos tiradores relativamente a isso;

- Avaliar a cultura cientifica dos tiradores.

Figura 6 - Duas parelhas (equipas) de tiradores a trabalhar. (Municipio de Coruche, 2017)
T N G ’ a. b I ' ‘£

7.2 ESTRUTURA

O questionario aplicado contém um total de 57 questdes em diferentes formatos
(questdes abertas, de selecao, definicdo de grau de importancia e de escolha mdltipla) e
foi dividido em quatro partes.

Parte 1- O Tirador: Destinada a registar os dados pessoais do inquirido e as suas
condig¢des profissionais.

Parte 2 - Transmissdo e Pratica do Saber-fazer Tradicional: Nesta seccgao
pretende-se conhecer as condicionantes da aprendizagem da pratica e o ambiente geral
da transmissao do saber-fazer.

Parte 3 - O Montado como Heranga Cultural, Patriménio Material e Imaterial:
Destinada a avaliar a visdo do inquirido sobre o montado e a registar alguns dados sobre

o patriménio material e imaterial associado a pratica.
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Parte 4 - Ciéncia e Comunicacéao: Esta ultima seccao pretende caracterizar a
cultura geral e cientifica dos tiradores relativamente a sua area de trabalho.

O inquérito foi criado no Google Forms e foi disseminado através de e-mail e das
redes sociais (Facebook), entre o verao e o outono de 2019. Considerando o perfil etario
e de escolaridade de parte dos inquiridos, uma percentagem dos inquéritos foi realizada
presencialmente e em suporte de papel, tendo sido as respostas posteriormente inseridas
no formulario digital. A aplicacdo desta estratégia permitiu uma interagao direta com os
tiradores, o que resultou, em alguns dos casos, na recolha de informacao complementar.
Ao mesmo tempo permitiu-nos refletir sobre abordagens alternativas a aplicar em
futuros projetos que incluam modelos mais diversificados e abrangentes de questionario,

inquérito e entrevista, assim como outras questdes importantes a ter em consideragéao.

7.3 RESULTADOS

Responderam, ao questionario, um total de 20 tiradores de cortica, todos
portugueses e provenientes de distintas “comunidades” rurais do Alentejo.

A idade média dos inquiridos é de 43 anos, tendo o mais jovem 24 e o mais velho
59 anos de idade.

Quanto a formacdo, pode-se concluir que o grupo possui a escolaridade
obrigatdria para a sua respetiva faixa etaria, sendo que 25% cumpriu a escolaridade até
ao 6° ano, 45% até ao 9° ano e apenas um dos inquiridos possui formacao superior.

Sao, na sua totalidade, trabalhadores sem formacéo profissional especifica na
area, mais concretamente na técnica de descorticamento, e que adquiriram o saber-
fazer através de formacao informal, o que atesta a continuidade da pratica tradicional,

transmitida de geragao em geragao.

Figura 7 - Proveniéncia geografica dos tiradores de cortiga inquiridos.
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Figura 8 - Escolaridade dos inquiridos.

M 12 Ciclo | 42 Classe

m 22 Ciclo | 62 Ano

m 32 Ciclo | 92 Ano

Secundario | 122 Ano

Ensino
Superior/Universitario

Tendo em consideracdo que a extragdo de cortica € uma atividade sazonal,
desenvolvida nos meses de Verdo (maio a agosto), € natural que os tiradores afirmem
dedicar-se a outras atividades ao longo do ano. Ainda que, na atualidade, a agricultura seja
cada vez mais mecanizada e exija menos mao-de-obra, quase dois tercos dos inquiridos
afirma dedicar-se a outras atividades agroflorestais, tais como a esgalha ou a apanha
de pinhas. Os restantes complementam a tiragem de cortica com atividades fora do
sector primario, salientando-se somente a construgao civil (15%), visto que mais nenhuma
atividade apresenta relevancia estatistica. Curioso é verificar que, a data do inquérito,
nenhum dos inquiridos trabalhava na industria corticeira. A relagéo dos tiradores com a
industria corticeira é explorada na questdo “Conhece alguma fabrica de transformacéo
de cortica?” (Parte 4). A qual 25% responde afirmativamente, referindo tendo trabalhado
numa; 40% diz ja ter visitado uma fabrica e 35% respondeu que ndo conhece, nunca
tendo entrado numa fabrica de cortica. As respostas a esta questdo séo ilustrativas da
fraca relagao entre o sector agroflorestal e a industria transformadora da matéria-prima.

E ainda de salientar o facto de 55% dos inquiridos afirmar que costuma aproveitar
os periodos de férias da sua atividade laboral principal para fazer a campanha da cortica.
Este dado é indicador das dificuldades no recrutamento de recursos humanos, revelando
ainda outra realidade - o recurso sazonal a mao-de-obra especializada que busca cada
vez mais seguranga laboral noutros sectores profissionais.

Relativamente as condigbes de trabalho, questionamos os tiradores sobre a
seguranca no trabalho, a dureza da atividade e a remuneragao.

Metade dos inquiridos disse nunca ter tido um acidente de trabalho, 45% assumiu

ja ter tido acidentes ligeiros e apenas um dos inquiridos considera ter sofrido um acidente
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grave.No que concerne aos equipamentos de protecaoindividual, a totalidade dos tiradores
confirma a utilizacao de luvas e 42% refere usar botas de biqueira de aco. A utilizacao de
outro tipo de equipamentos, como o capacete (1 utilizador) ou o arnés (2 utilizadores), &
escassa. A pergunta “Considera que conseguiria com facilidade tirar cortica se tivesse
obrigatoriamente de usar um arnés de seguranca para subir as arvores?” a totalidade dos
inquiridos respondeu negativamente.

Ao pedido de classificacdo da dureza fisica da atividade, numa escala de 1 (leve)
a 5 (muito dura), 25% dos tiradores selecionaram o grau 3, 35% o grau 4 e 40% o grau 5.

Relativamente ao grau de especializacdo do trabalho, numa escala de 1 (nada
especializado) a5 (muito especializado), 80% dos tiradores escolheu o grau 5, confirmando
a percecéo individual relativamente a especificidade da pratica.

No que diz respeito a remuneragdo do trabalho, foi, igualmente, pedido aos
inquiridos que selecionassem uma opcao numa escala de 1 (muito mal pago) a 5 (muito
bem pago). Metade dos tiradores selecionou o nivel 3, 20% o nivel 4, 15% o nivel 2 e outros
15% o nivel 1. As respostas revelam uma perspetiva individual bastante diversificada sobre
o valor do trabalho.

A generalidade dos inquiridos aprendeu a tirar cortica no inicio da idade adulta ou
nos primeiros anos da vida laboral, com idades compreendidas entre os 16 e os 26 anos.

Mais de dois tercos dos inquiridos afirmou ter aprendido com uma pessoa mais
velha da sua comunidade (aldeia ou vila) ou residente na mesma regiéo. Dentro destes,
32% dos tiradores confirmaram que a aprendizagem foi feita com um familiar de uma
geracéo anterior a sua (avo, pai ou tio). Nenhum dos inquiridos referiu uma aprendizagem
formal através de um curso de formacao. Estes dados confirmam, mais uma vez, a
persisténcia de uma transmissao do saber-fazer tradicional de geracao em geracéo.

Questionamos os tiradores sobre o tempo que consideram necessario para a
aprendizagem. Perante as duas opg¢des de resposta — uma a trés campanhas de cortica
ou mais de trés campanhas de cortica — 85% dos inquiridos considerou que bastam uma
a trés campanhas para se adquirir conhecimento e técnica suficiente para desempenhar
um bom trabalho.

Procuramos avaliar a continuidade da atividade por parte dos tiradores. 68% dos
inquiridos diz nunca ter interrompido a atividade, tendo tirado cortica todos os anos desde
que aprendeu. 16% diz ter interrompido por um periodo superior a 5 anos, 1% confirma
ter feito uma pausa de 1a 3 anos e 5% interrompido a atividade num periodo entre 3e 5
anos. Estes resultados parecem ser o reflexo da diminuicao da empregabilidade agricola
que, conjugada com o caracter sazonal da atividade, ndo permite a manutengcao de uma

comunidade permanente de tiradores. Este facto é ainda confirmado quando 83% dos
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inquiridos refere que interrompeu a tiragem de cortica por ter uma ocupacgao profissional
que o impediu de participar nas campanhas de cortica.

Procuramos compreender melhor o contexto da transmisséo. Perguntamos aos
tiradores se ja tinham ensinado alguém. As respostas foram bastante equilibradas, mas
com uma ligeira maior ponderacéo negativa (55%) do que afirmativa (45%). De entre
estes ultimos, metade afirmou ter transmitido o saber-fazer apenas a uma pessoa e 80%
confirma que os aprendizes eram individuos mais jovens do que eles proprios.

A pergunta “gostava que os seus filhos/sobrinhos/filhos de amigos/criancas da
sua vila aprendessem a tirar cortica?” 79% respondeu que sim. Tendo sido apontadas as
seguintes razées: “E sempre bom saber fazer de tudo um pouco”; “Para dar continuidade a
um trabalho, que também é uma arte...”; “E uma arte, que se passa de geracéo em geracio”;
“Porque é uma atividade que cada vez menos gente aprende”; “Porque ja ha muita falta
de mao-de-obra”; “Porque é uma Arte, e é€ importante ndo se perder. Independentemente
de se puder ter outro trabalho ou formacgéo, e também porque é bem pago”; “Para haver
continuidade da atividade”; “Porque & muito importante para o nosso pais que a industria
corticeira se mantenha ativa”; “Pela transmissao de valores e continuacao da tradicao
familiar, se possivel numa légica de complementaridade com outro emprego” e “Tradicao
e vencimento complementar”. Um dos inquiridos acrescenta — “O meu filho ja tira!”. Por
outro lado, 21% dos tiradores diz que nao gostaria que os mais jovens aprendessem,
apontando como razdes principais a dureza e o perigo do trabalho.

A larga maioria dos tiradores (75%) considera que a continuidade da transmisséo
da pratica tradicional esta em perigo, apontando como principais razées a falta de jovens
que queiram aprender e o declinio do montado. Na opgao “outras razdes” os tiradores
apontaram o facto dos gestores do trabalho preferirem tiradores experientes, ndo dando
oportunidade a novos aprendizes.

No que concerne a continuidade da transmissao, apenas 25% dos tiradores
considera que a existéncia de cursos teoérico-praticos podera contribuir para a melhoria
da pratica. 65% defende que o “ensino” deve continuar a ser feito, exclusivamente, no
campo entre mestres e aprendizes e 10% diz nao ter opinido sobre o assunto. A leitura dos
resultados dos inquéritos, somada as opinides assinaladas em conversa informal, resulta
no registo de uma ideia generalizada entre os inquiridos — a ndo necessidade de um ensino
formal. No entanto, face a pergunta “Gostava de receber formacao profissional relacionada
com a tiragem da cortica e/ou a gestao do montado?” 47% dos inquiridos respondeu “sim”,
a par de 42% de respostas negativas e 11% de responderam que nao sabem. Parece-nos,
portanto, haver um caminho a percorrer no sentido de dar resposta a falta de mao-de-obra

especializada, através da promogao de uma aprendizagem de qualidade.
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Figura 9 - Razdes, apontadas pelos inquiridos, quanto aos perigos a continuidade da transmissdo da pratica
tradicional de tiragem da cortica.

Outra razédo

O facto da actividade ser sazonal

O surgimento do sobreiral intensivo de regadio

A evolugdo tecnoldgica substituira a forma de tiragem
manual por uma forma de extracgdo mecanica

O declinio do Montado e a morte dos sobreiros

Falta de formag&o profissional dos tiradores

Falta de jovens que queiram aprender e trabalhar na
tiragem da cortica

100%

80% dos tiradores considera que o montado esta em declinio. Relativamente as
razoes desse declinio, 81% selecionou a opcdo “Alteragdes Climaticas e Aquecimento
Global”. Seguem-se as pragas florestais e a ma tiragem de cortica (golpes de machada
que ferem as arvores), ambas selecionadas por 43% dos inquiridos. A mobilizacdo dos
solos (charruas e arados que danificam as raizes das arvores) foi selecionada como razéo
para o declinio do montado por 38% dos individuos. Como outras razdes foi apontada
a ma gestao do montado por parte dos proprietarios, interessados no lucro imediato e
pouco preocupados com a manutencéao dos montados e com a limpeza dos terrenos.
A presencga do gado bovino nos terrenos - pisando e comendo os sobreiros novos - foi,
igualmente, mencionada como causa do declinio do montado, por um dos inquiridos.

Procuramos perceber, junto dos tiradores, a proveniéncia e longevidade da sua
principal ferramenta de trabalho — a machada corticeira.

As respostas a pergunta “Quantos anos tem a sua machada?” séo reveladoras da
longevidade das mesmas, mostrando que a machada é uma ferramenta de uso duradouro.
37% dos inquiridos confirmou que a machada tinha entre 10 e 20 anos de utilizagao.
Apenas um dos tiradores afirmou que a sua machada tem menos de 3 anos.

A machada corticeira é uma ferramenta diferenciada e com caracteristicas
proprias, especialmente ao nivel do cabo - arqueado e com a ponta em cunha. A
producao das machadas esta associada a oficinas artesanais e cuteleiros especializados.
Infelizmente, esta & uma atividade em franco declinio. Com vista a mapear alguns dos
produtores, pedimos aos tiradores que nos indicassem onde compraram a machada e

se conheciam outros cuteleiros. Surgiram algumas localizagbes: Paido (Montemor-o-
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Novo), Cabrela (Montemor-o-Novo), Alcacovas, Portel, Azervadinha (Coruche), Biscainho
(Coruche) e Montargil. Infelizmente muitas das oficinas indicadas ja nao laboram.

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos alguns protoétipos de maquinas para
descorticar, cuja praticidade se tem revelado muito reduzida. Nesse sentido, perguntamos
aos inquiridos se tinham conhecimento das experiéncias feitas com esses prototipos.
70% respondeu afirmativamente e 30% negativamente. A pergunta “Acha que esse tipo
de maquina pode trazer vantagens, facilitando o trabalho?” 75% dos inquiridos respondeu

que nao.

Figura 10 - A afiar a machada (Municipio de Coruche, 2017).

Com o objetivo de recolher algum vocabulario associado a pratica tradicional,
pedimos aos inquiridos que indicassem trés vocabulos associados ao descorticamento.
Registaram-se os seguintes termos: amola(r), arredonda, bdia, caleira, caneiros, canudo,
forca e folho.

A Ultima parte do questionario pretendia avaliar o conhecimento e interesse dos
tiradores pela informacgéao disponivel sobre o montado e o sector corticeiro.

Os resultados revelam que os inquiridos sao, na sua generalidade, bons recetores
de informacao, difundida pelos meios de comunicagao social. 75% confirma ser espectador
ou leitor regular de artigos de jornal ou reportagens televisivas sobre a cortica, a industria
corticeira e o montado. No entanto, ndo estao predispostos para a pesquisa de informacao
ou aprofundamento de dados. 60% diz ndo ter por habito pesquisar na internet sobre a
tematica e 70% diz que nunca leu um livro ou um artigo cientifico sobre esses temas.

Apenas oito dos inquiridos ja ouviu falar da APCOR, 6 conhece o Observatoério do Sobreiro
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e da Cortica (Coruche) e 12 sabe o que é o ICNF - Instituto da Conservacéo da Natureza.
90% dos tiradores diz nunca ter ouvido falar de Joaquim Vieira Natividade, considerado o
primeiro grande estudioso da subericultura em Portugal.

Por outro lado, 90% dos inquiridos confirma que costuma verificar se as garrafas
de vinho que compra possuem rolhas de cortica natural.

Por fim, pedimos aos tiradores para balizar no tempo a antiguidade da utilizacao
da cortica pelo homem. O enunciado da questao era o seguinte: “O Homem comecou a
utilizar a cortica ha muito tempo. Tem ideia de quao antiga é essa utilizacdo? Assinale a
opgao que lhe parece mais proxima de realidade.” Como podemos observar no grafico
que se segue as respostas foram muito variadas. O que nos leva a concluir que ha, ainda,
um longo caminho a percorrer, ndo s6 no campo da propria investigagcdo sobre o tema,
como na comunicagéao dos resultados cientificos a sociedade.

Figura 11 - Percentagens de resposta quanto a antiguidade da utilizagéao da cortiga pelo homem, segundo a opinido
dos inquiridos.

B Desde a Antiguidade, ha cerca
de 2000 anos

B Na Idade Média

W Entre 1500 e 1700

No século XIX

Ha menos de 100 anos

8 CONSIDERACOES FINAIS

A abordagem ao tema da paisagem cultural de montado enquanto resultado
da acdo humana, através dos tiradores de cortica e da, ainda ativa, transmissdo do seu
saber-fazer tradicional, levanta um conjunto de questdes para as quais € necessario
desenvolver planos de trabalho futuro.

As questbes centrais desenvolvem-se em torno das comunidades rurais de
tiradores de cortica, da formacao e das condi¢cdes de trabalho. O grande desafio é o
da manutencdo da pratica tradicional de descorticamento, e do patriménio cultural
imaterial a ela associado, de forma integrada permitindo a preservacao da paisagem, a

sustentabilidade do montado e o abastecimento a industria transformadora.
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A amostra resultante do questionario aplicado & manifestamente reduzida — 20
respostas — pelo que podera nao ser representativa da globalidade da comunidade de
tiradores portugueses. Ainda assim, consideramos que a aplicagdo do questionario
permitiu identificar problemas e tendéncias que requerem, evidentemente, uma
investigacao mais profunda e alargada.

Urge conhecer e caracterizar as comunidades, contabilizar os tiradores no ativo,
analisar a sua distribuicao geografica e avaliar a sua evolugcéo ao longo do ultimo século,
pelo menos. Por outro lado, consideramos que a discussao sobre a gestao sustentavel
do montado seria grandemente enriquecida se tivesse em conta, também, a perspetiva
do tirador de cortica, conhecedor profundo do territorio e capaz de avaliar a evolugao
recente da paisagem.

Figura 12 - Pranchas no chao e mulher comegando a juntar (Municipio de Coruche, 2017).

gy -
3 4

Se a pratica ndo for bem executada, a extragéo de cortica pode representar um
perigo para a sustentabilidade do montado, &, assim, essencial iniciar uma reflexdo e uma
discusséao alargada sobre a formacgéao dos tiradores. O experiente e treinado manejar da
machada é essencial para a sustentabilidade do montado e do sector corticeiro.

Nesse sentido, elencamos algumas linhas de investigagao futura, necessariamente

transversais e interdisciplinares:

- Avaliacdo da dimensao da comunidade portuguesa de tiradores de cortica.
Atualmente nédo existem dados que nos permitam ter uma ideia do numero de

trabalhadores no ativo.
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- Mapeamento e caracterizagao geografica, social e cultural das comunidades
de tiradores em Portugal.

- Estudo das dinamicas laborais e da mobilidade dos grupos.

- Leitura da dindmica de entrada de trabalhadores estrangeiros nos grupos de
tiradores, associada aos movimentos de migragao e imigragao.

- Andlise do papel desempenhado pelas mulheres no trabalho. Desconhece-
se, atualmente, a existéncia de mulheres tiradoras, surgindo estas associadas
a outras fungdes, entre as quais juntar cortica, dirigir grupos (capatazes) e
marcar os sobreiros apos o descorticamento.

- Discutir a atratividade da atividade e a possibilidade de criacdo de modelos
laborais mais flexiveis ou mistos.

- Propor modelos de formagado técnica e profissional, ajustados as
necessidades.

- Discutir os beneficios de criagdo de uma associacao profissional para os
tiradores de cortica e profissionais afins.

- Iniciar uma recolha sistematica das fontes histéricas relacionadas com a
gestao do montado e a exploragao da cortica, ao longo dos distintos periodos
histéricos, da antiguidade & atualidade. E fundamental analisar a evolucio
da atividade, na longa duracao, por forma a avaliar as potencialidades do
conhecimento histérico para o planeamento de uma gestao mais sustentavel
do montado.

- Criar redes de cooperacdo para a gestao do montado. E essencial fomentar
a cooperagao entre os proprietarios, a industria corticeira, as instituicées de
investigacao (universidades, institutos e centros de investigacéo e inovacéo)
e, também os profissionais que executam o descorticamento - os tiradores
de cortica.

- Criar redes e projetos de cooperacao internacional com instituicbes dos
paises em que o sobreiro e a exploracéo de cortica sdo uma realidade, entre
os quais Espanha, Franga, Italia, Marrocos, Argélia e Tunisia.

- Fomentar estratégias de comunicacao de ciéncia para a sociedade, por forma

apromover a cultura cientifica dos trabalhadores do sector e dos proprietarios.
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RESUMEN: El presente trabajo
pretende disefiar un sistema de Buenas
Practicas Agricolas como estrategia

de implementacién en la asociacion
APRIMUJER ubicada en el municipio de
San Vicente de Chucuri, mediante una
autoevaluacion inicial y posterior a ello el
disefio de un manual de buenas practicas
y una cartilla pedagdgica. Para tales fines
se siguen los lineamientos propuestos por
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
mediante la resolucién No. 030021 del 23
de abril 2017 y la resolucion 082394 del 29
de diciembre de 2020. Los resultados de la
autoevaluacion evidencian que la mayoria
delas areas presentan grandes deficiencias,
pero es el aspecto del registro documental
el que mayores valoraciones negativas ha
tenido en casi todos los puntos de control.
Tanto el manual de buenas practicas como
la cartilla son un punto de partida para
mejorar la situacion observada.
PALABRAS CLAVES: Autoevaluacion.
Practicas. Resolucion. Resultados.

DESIGN OF A SYSTEM OF GOOD

AGRICULTURAL PRACTICES AS AN

IMPLEMENTATION STRATEGY IN THE

APRIMUJER ASSOCIATION LOCATED

IN THE MUNICIPALITY OF SAN VICENTE
DE CHUCURI

ABSTRACT: This work aims to design a
system of “Good Agricultural Practices”
as an implementation strategy in the
“APRIMUJER” association located in the
municipality of San Vicente de Chucuri,
through an initial self-assessment and
after that the design of a manual of good
practices and a pedagogical booklet. For
such purposes, the guidelines proposed by
the Colombian Agricultural Institute (ICA)
through resolution No. 030021 of April 23,
2017 and resolution 082394 of December
29, 2020 are followed. The results of the
self-assessment show that most of the
areas present major deficiencies, but it is
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the documentary record aspect that has had the highest negative ratings in almost all the
control points. Both the good practices manual and the booklet are a starting point for
improving the situation observed.

KEYWORDS: Self appraisal. Practices. Resolution. Results.

1INTRODUCCION

El concepto de Buenas Practicas Agricolas (BPA) que ofrece la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) es “la aplicacion de los
conocimientos de que se dispone para lograr la sostenibilidad ambiental, econdémica y
social de la produccion y de los procesos posteriores a la produccion en la explotacion
agricola con el fin de obtener alimentos y productos agricolas no alimenticios inocuos
y sanos.” (FAQ, 2003) Con las BPA se busca un equilibrio entre el medio ambiente, el
crecimiento econdmico y el desarrollo social en torno a las practicas agricolas, a través
del conocimiento técnico, ambiental, econémico, productivo y entre otros, durante todas
las etapas de la produccion agricola.

La produccion agricola es dependiente de los suelos que son capaces de
desarrollar cultivos de buen rendimiento. Sin embargo, para el desarrollo de estos cultivos
la capacidad del suelo varia de acuerdo con las propiedades fisicas y quimicas junto
con su formacion y el tipo de estos. En ese sentido, las BPA, fueron concebidas bajo la
consideracion de una necesidad de instaurar practicas sostenibles en la agricultura por la
presion y el riesgo que las practicas inapropiadas que la agricultura convencional genera
un impacto negativo hacia los ecosistemas y los recursos naturales (Manchego, 2017).

El Municipio de San Vicente de Chucuri, ha sido considerado ampliamente como
despensa agricola del departamento de Santander, especialmente en la produccion de
cacao; 17 mil hectareas son destinadas a este producto y su produccion oscila alrededor
de las 7.000 toneladas/afno, convirtiéndose en el municipio con mayor produccion de
Colombia (semana rural, 2019). Bajo ese escenario aparece APRIMUJER, organizacion de
caracter social que brinda acompariamiento a las mujeres en el sector rural del municipio,
cuenta con 130 socias activas dedicadas al cultivo del cacao.

Las BPA han demostrado ser acciones que estan involucradas en la produccion,
procesamiento y transporte de los productos agricolas, los cuales estan orientados a
asegurar lainocuidad de los productosy ala proteccion del medio ambiente (Moyano,2016).
Se deben adoptar y aplicar desde la seleccion del material vegetal hasta la actividad
de cosecha y post- cosecha, permitiendo la trazabilidad de la actividad productiva y la
garantia para el consumidor final (Palacios, 2017).

Dicho lo anterior, este proyecto busca como primera medida el aprovechamiento

en las pérdidas de produccion de cultivos, realizando controles significativos durante la
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post-cosecha mediante la implementacion de un disefio de Buenas Practicas Agricolas
para la mejora de la calidad de estos productos, asi mismo el desarrollo del disefio de
las BPA nos llevara a determinar los requerimientos de calidad que debe tener un cultivo,
aspecto que nos va a permitir obtener una mejora continua en los procesos, desarrollando
practicas ambientales sostenibles y de esta forma, mejorar la competitividad de este

sector fruticultor (Palacios, 2017).

2 MATERIALES Y METODOS

Los materiales usados para el desarrollo de este proyecto: Computadora, acceso

a internet, programas ofimaticos, lista de chequeo.

21FUENTES PARA LA RECOLECCION DE LA INFORMACION

El método empleando para el desarrollo del proyecto se basa en consultas a
fuentes primarias como los son normas vigentes que rigen la implementaciéon de las
buenas practicas agricolas y la normatividad regida por el ICA. Fuentes secundarias,

como textos y publicaciones, internet, trabajados de grado.

2.2 DETERMINAR EL CUMPLIMIENTO NORMATIVO DE LAS FINCAS ASOCIADAS A
APRIMUJER MEDIANTE UNA AUTOEVALUACION INICIAL

Para desarrollar este objetivo se realizd una autoevaluacion en las 30 fincas
asociadas a APRIMUJER, Con el fin de determinar el nivel de cumplimiento a la
normatividad reglamentaria requerida por el ICA.

Instrumento: Para recolectar los datos de la informacion se utilizé una lista de
chequeo basada en la RESOLUCION No.082394 de 2020, para lograr la interaccion
y acercamiento entre los asociados con su fincas o predios, esta lista de chequeo se
aplico a las 30 fincas asociadas de APRIMUJER, a través de un formato que contiene 56

preguntas con el fin de determinar el cumplimiento.

2.3 DISENAR UN MANUAL DE BUENAS PRACTICAS AGRICOLAS POR MEDIO DE
LA RESOLUCION ICA 30021 DE 2017 Y RESOLUCION ICA 082394 DE 2020 PARA
IMPLEMENTACION EN FINCAS ASOCIADAS CON APRIMUJER EN EL MUNICIPIO DE
SAN VICENTE DE CHUCURI

Para disenar este manual, se tuvo en cuenta el indice requerido por la Resolucion
ICA 30021 de 2017 y la resolucion ICA 082394 de 2020, y las normas requeridas. Se
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investigaron documentos como manuales realizados por la FAO para determinar una

correcta elaboracion.

2.4 ELABORACION DE UNA CARTILLA PEDAGOGICA DE IMPLEMENTACION, CON
EL FIN DE DARLES A CONOCER LA IMPORTANCIA DE APLICAR LAS BUENAS
PRACTICAS AGRICOLAS EN SUS CULTIVOS

De acuerdo a la autoevaluacion realizada, se desarrolla una cartilla pedagdgica
con la finalidad de darles a conocer a los asociados de APRIMUJER, la importancia de

aplicar las buenas practicas agricolas en el predio y los beneficios que pueden traer.

3 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

31 DETERMINAR EL CUMPLIMIENTO NORMATIVO DE LAS FINCAS ASOCIADAS A
APRIMUJER, MEDIANTE UNA AUTOEVALUACION INICIAL

Siguiendo las recomendaciones realizadas en la resolucion 082394 de 2020 por
el ICA en el cual se adquirio el compromiso “en el plan de accioén, de incorporar elementos
de aseguramiento de calidad y de inocuidad de referentes internacionales, a fin de generar
mejores puntos de control para la certificacion de Buenas Practicas Agricolas” mediante
la implementacion de una lista de chequeo se desarrolla una autoevaluacion inicial en
fincas asociadas a APRIMUJER, de alli se obtiene la evaluacion de 16 areas especificas:

En relacion con las areas de instalaciones sanitarias se establece que 70% de
los predios no cuentan con bafo para los trabajadores cerca al area de trabajo, un 63%
tampoco disponen de un sistema de lavado de manos para los mismos. Aun asi, un 40%
de los predios cuentan con avisos informativos alusivos a las actividades de limpieza.

Se puede apreciar para las disposiciones referentes al area de almacenamiento
de insumos agricolas, que un 70% de los predios encuestados no cuentan con un area
de almacenamiento. Por otra parte, cerca de la mitad de los predios (43%) estan dotados
de un botiquin de primeros auxilios, sin embargo, en su mayoria no disponen de extintor
multiusos (87%), tampoco de kit de uso en caso de derrame de insumos agricolas (90%).
Finalmente, solo un 30% de los predios encuestados poseen avisos informativos claros,
alusivos a las actividades y riesgos relacionados con el manejo de los insumos agricolas
y al uso de elementos de proteccion personal.

Frente al area de dosificacion y preparacion de mezclas de insumos agricolas
se evidencia para los predios que cuentan con un area de dosificacion y con area de
preparacion de mezclas de los insumos agricolas se tiene que un 33% responde

positivamente a cada uno de esos items.
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El analisis de area de almacenamiento de combustibles y aceites, indica que el
67% de los predios encuestados no almacenan de forma segura los combustibles y aceites.

Deigual forma, en cuanto al area de acopio transitorio de productos cosechados
se observa que tan solo un 23% de los predios cuenta con dicha zonay 77% almacena el
material de empaque en un sitio limpio.

Otro aspecto para tener en cuenta esta relacionado con el area destinada al
bienestar de los trabajadores donde se encuentra que el 80% de los predios no cuenta
con areas para el consumo de alimentos y descanso.

Al observar los criterios relacionados con el area de almacenamiento de equipos,
utensilios y herramientas se evidencia que el 43% de los predios encuestadas cuentan
con area de almacenamientos de equipos, utensilios y herramientas; el 66% de los equipos,
utensilios y herramientas empleados en la cosecha no se protegen de la contaminacion;
el 60% de todos los equipos, utensilios y herramientas no se mantienen en buenas
condiciones de operacion y limpieza; tan solo un 33% de los predios encuestados cuentan
con procedimientos e instructivos para su manejo, que eviten los riegos de contaminacion
cruzada o su deterioro y mal funcionamiento. Siguiendo la misma dinamica anterior, de los
predios sondeados un 20% mantienen los registros documentales de todas las actividades
de mantenimiento, verificacion/calibracion, limpieza y desinfeccion que se realizan.

Respecto al componente ambiental, el criterio del Agua se tiene que en un 37%
de los predios se han identificado fuentes de agua para las labores de los mismos. No
obstante, un 90% de los predios evaluados no cuentan con los permisos correspondientes
para el uso del agua; de la misma forma, en cuanto a su calidad, en un 90% no aplica para
los alimentos de consumo humano. A su vez, se encuentra que la totalidad de los predios
no tienen un sistema de riego ni realizan un manejo racional del agua y no han definido las
acciones para su proteccion. Por ultimo, en solo un 10% de los predios se evaluaron las
caracteristicas y recursos de la zona, de los riesgos asociados al suelo y fuentes del agua.

Por su parte, en el area de Manejo de residuos solidos y liquidos se encuentra
que el 83% de los predios no cuentan con un plan de manejo de residuos liquidos y
solidos; en un 90% las aguas contaminadas con plaguicidas no se disponen en un sitio de
area de vertimiento de aguas sobrantes debidamente identificado y alejado de las fuentes
de agua; 40% de los predios se encuentran despejados de la basura o residuos; solo el
23% los plaguicidas vencidos se almacenan de forma segura y el 37% el material vegetal
resultante de podas fitosanitarias, es retirado del predio o enterrado.

En cuanto al area de Manejo de proteccion de suelos se encuentra que un 10%

de los predios hacen rotacion de cultivos cuando es técnicamente posible, al igual que
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un 10% se emplean técnicas de manejo de suelo para mantener su estructura, prevenir la
compactacion, erosion y corregir problemas de saturacion hidrica.

Manteniendo esa tendencia negativa, en el area Proteccion de insectos
benéficos y polinizadores se tiene en un 77% de los predios no se conoce la selectividad
de los plaguicidas sobre los polinizadores y en un 87% no existen medidas para aumentar
las poblaciones de insectos benéficos y polinizadores.

La aplicacion del instrumento arrojo que para el area material de propagacion se
encuentra que un 57% el material utilizado para la siembra cumple con la reglamentacion
vigente, expedida por el instituto colombiano Agropecuario-ICA. No obstante, al utilizar
material de propagacion genéticamente modificado, solo un 37% este esta autorizado
por el instituto colombiano Agropecuario-ICA. En los casos en los que el material de
propagacion es obtenido en el predio el 40% de las veces el proceso garantiza la calidad
y la sanidad del material, y apenas un 20% registran las aplicaciones de plaguicidas en el
material de propagacion obtenido en el predio.

Dentro del andlisis que se ha venido desarrollando, es en el area de nutricion del
cultivo donde se encuentran grandes disparidades en los resultados, por una parte, se tiene
que un 73% de los predios encuestados no ha disefiado un plan de fertilizacion (inorganica
y organica) basado en el andlisis de suelo y los requerimientos de la especie sembrada; un
87% de los predios no cuentan con analisis de suelos y también un 87% de los mismos no
registran las aplicaciones de los fertilizantes. Por otra parte, el 97% los insumos agricolas
utilizados en esta labor cuentan con el registro otorgado por el Instituto Colombiano
Agropecuario- ICA y son adquiridos en los almacenes autorizados por esta misma entidad,
a su vez la totalidad de los predios (100%) para la preparacion de abonos organicos tienen
implementados procedimientos de técnicas de compostaje; Io que conlleva a que 97% de
los predios llevan registros cuando el abono es preparado en los mismos.

En lo referente al area de proteccion del cultivo se obtiene que un 17% de los
predios cuentan con un plan para la proteccién fitosanitaria del cultivo dentro de los
principios del manejo integrado de plagas (MIP), el cual es planeado y ejecutado bajo la
supervision del asistente técnico; el 53% del personal que manipula estos productos esta
capacitado y sigue las recomendaciones de uso del fabricante contenidas en la etiqueta,
aun asi, el 90% de las aplicaciones de plaguicidas no estan registradas documentalmente
ni tampoco se cumple con el periodo de carencia (90%) ni con el periodo de reentrada
(90%). Por ultimo, aunque un poco mas de la mitad (53%) de los plaguicidas quimicos y
bioinsumos agricolas utilizados en esta labor cuentan con el registro otorgado por el ICA

para el blanco bioldgico descrito especificamente en la etiqueta.
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En cuanto al area del personal, se tiene que el 97% de los predios cuentan con
elementos de proteccion personal requeridos de acuerdo con las labores realizadas, no
obstante, el 90% de los predios no cuentan con un plan de capacitacion permanente para
su personal, debidamente documentado ni tampoco con un procedimiento de manejo de
emergencias o contingencias.

Finalmente, en el andlisis para area de trazabilidad se encuentra que en el 90%
de los predios no se ha implementado un procedimiento que permita dar seguimiento

al producto.

3.2 DISENAR UN MANUAL DE BUENAS PRACTICAS AGRICOLAS POR MEDIO DE
LA RESOLUCION ICA 30021 DE 2017 Y RESOLUCION ICA 082394 DE 2020 PARA
IMPLEMENTACION EN FINCAS ASOCIADAS CON APRIMUJER EN EL MUNICIPIO DE
SAN VICENTE DE CHUCURI

El manual ha sido realizado en ejercicio del desarrollo del proyecto, cuyo objetivo
comunica los conceptos de las Buenas Préacticas Agricolas (BPA), con la intencion de
instruir los sistemas de produccién en pro de una agricultura sostenible y ecolégicamente
protegida, lograr productos de excelente calidad, asi mismo se busca cooperar con la
garantia de una buena salud alimentaria que en ese mismo sentido mejore las condiciones
laborales de los productores y sus nucleos familiares. EI manual esta dirigido a los
productores en especial cacaoteros que se encuentran en Asociacion APRIMUJER,
maestros y maestras de escuelas rurales especialmente del municipio San Vicente de

Chucuri, y a grupos familiares en general.

Figura 1. Portada manual de buenas practicas agricolas.

MANLIAL DE BLENAS PRACTICAS
AGRICOLAS

PROYECTO

“Disefio de un sistema de Buenas Practicas Agricolss como estrategia de
implementacicn en la Asociacidn APRIMUJER ubicada en el municipio de San
Vicente de Chucuri”

JHOAN ARLAY OCHOA MARTINEZ

\A UNH)AZ ‘ R"‘é@%&]mn G ]
i | '- i { i Ly il .

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 2



3.3 ELABORACION DE UNA CARTILLA PEDAGOGICA DE IMPLEMENTACION, CON
EL FIN DE DARLES A CONOCER LA IMPORTANCIA DE APLICAR LAS BUENAS
PRACTICAS AGRICOLAS EN SUS CULTIVOS

Esta guia se ha desarrollado con el objetivo de brindar las pautas necesarias para
laimplementacion de las buenas practicas agricolas (BPA) encaminada bajo el contexto de
recomendaciones que van de la mano con el cuidado del medio ambiente, higiénicamente
admisibles, econdmicamente viables y orientadas a la proteccion del personal que ejerce

dicha actividad.

Figura 2. Portada guia de implementacion de buenas practicas agricolas.
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4 CONCLUSIONES

Una vez analizados los datos obtenidos de la autoevaluacion inicial mediante la
ficha de chequeo de BPA en las fincas asociadas a APRIMUJER se puede evidenciar que
en la mayoria de los predios no cumplen con las buenas practicas agricolas.

Se concluye que de los 30 predios de las fincas asociadas que participaron
en el siguiente estudio, tres ya se encuentran certificadas por el Instituto colombiano
agropecuario ICA en las Buenas Practicas Agricolas.

Aungue en la mayoria de los aspectos evaluados presentan grandes deficiencias
es el aspecto del registro documental el que mayores valoraciones negativas ha tenido
en casi todos los puntos de control. Los incipientes acercamientos de obtener mejores
indicadores de acuerdo con la lista estan directamente relacionados con las que involucran

al Instituto Colombiano Agropecuario- ICA.
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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue
documentar las especies forestales de
importancia cultural en la cabecera municipal
de Badiraguato, Sinaloa, México, por tal
motivo en el aflo 2020 se aplicaron 62 listados
libres y entrevistas en la cabecera municipal,
las preguntas incluyeron el nombre de los
sistemas agroforestales de la region, los
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arboles considerados de importancia cultural en la comunidad, su ubicacion, formas
de uso y manejo, con la informacion obtenida se calculd el indice de Fidelidad (IF) de
Friedman para evaluar las especies con mayor frecuencia de mencion y consenso entre
la poblacion. Los resultados sefalaron 66 especies forestales Utiles, se documentaron
ocho formas de aprovechamiento, tres sistemas agroforestales y tres formas de manejo,
se encontro que la especie con mayor nimero de usos, formas de manejo y presente en
los sistemas agroforestales fue el cardon seguido por el guamuchil, la guasima, el pochote,
el tepehuaje, el palo Brasil, la ciruela, el guaje, el guanacaste, la ilama, el guayabo y el palo
colorado, la mayoria especies nativas del pais. Sin embargo, los resultados de indice de
Fidelidad incluyeron principalmente a especies introducidas como los citricos, el mango
y el aguacate, cultivados como frutales y ornamentales en los huertos familiares. Aunque
en la actualidad no existen grupos étnicos en la zona de estudio, los resultados sobre las
formas de uso, aprovechamiento y manejo coinciden con los reportados por otros autores
para los grupos indigenas mayo del norte del Estado. Se recomienda la realizacion de
estudios mas profundos sobre el impacto de las formas de manejo en los procesos de
diversificacion de las especies nativas e introducidas, asi como la creacion de paisajes
culturales para la region.

PALABRAS CLAVE: Sistemas agroforestales. Especies nativas. Mayos. Biocultural.

FOREST SPECIES OF CULTURAL IMPORTANCE OF BADIRAGUATO SINALOA

ABSTRACT: The aim of this study was to document the forest species of cultural
importance in the municipality of Badiraguato, Sinaloa, for this reason in 2020, 62 free
lists and interviews were applied, the questions included the name of the agroforestry
systems of the region, trees considered of cultural importance in the community, location,
forms of use and management, the Friedman Fidelity Index (IF) was calculated to
evaluate the species with the highest frequency of mention and consensus among the
population. The results indicated 66 useful forest species, eight forms of exploitation, three
agroforestry systems and three forms of management were documented, it was found that
the species with the highest number of uses, forms of management and present in the
three agroforestry systems was the cardon followed by the guamuchil the guasima, the
pochote, the tepehuaje, the brasil wood, the plum, the guaje, the guanacaste, the ilama,
the guayabo and the redwood, most of which are native species of the country. However,
it was observed that the results of the Fidelity Index included mainly introduced species,
cultivated as fruit trees and ornamentals in home gardens, such as citrus, mango and
avocado. Even though currently there are no ethnic groups in the study area, results on the
forms of use and management coincide with those reported by other authors for the mayo
indigenous groups of the north of the State. It is recommended that more in-depth studies
will be carried out on the impact of management forms on the diversification processes of
native and introduced species, as well as the creation of cultural landscapes for the region.
KEYWORDS: Agroforestry systems. Native species. Mayos. Biocultural.

1 INTRODUCCION

Sinaloa posee una gran riqueza floristica asociada a su privilegiada posicion

geografica entre las provincias fisiograficas de la Sierra Madre occidental, la costa del
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pacifico y la planicie costera del noroeste (Rzedowski, 2006). De acuerdo con Vega et
al (2021) existen 3882 especies de plantas vasculares de las cuales 74 son endémicas
estrictas para el estado, por su parte Téllez et al (2020) sefialan en su articulo sobre
arboles de México 577 especies de especies nativas para Sinaloa, incluidas en 79 familias
y 268 géneros, con respecto a la presencia de arboles en sistemas agroforestales y
estudios bioculturales para Sinaloa con excepcion de los trabajos realizados por sistema
tradicional milpa de los Mayo- Yoreme de Lara et al., (2017), los arboles frutales de los
huertos familiares (Lopez-Ortiz, Osuna-Flores, de la Torre-Martinez, & Olivos-Ortiz,
2017), el empleo de cercas vivas en la ganaderia (Reyes Jimenez & Martinez Alvarado,
2011), los sistemas silvopastoriles de mezquite (Lopez Vega & Olivas Velarde, 2021) y las
investigaciones realizadas por Beals (2016) son pocos los estudios en estos temas para
la region (Avendano et al en prensa).

Aunqgue los estudios bioculturales son relativamente recientes (dos a tres
décadas), resultan de vital importancia para los procesos de conservacion de la
diversidad genética, especifica y ecosistémica, donde “la diversidad bioldgica y la cultural
son mutuamente dependientes y geograficamente coexistentes”. Este tipo de estudios
provee de informacion sobre las interacciones que surgen entre la diversidad bioldgica, las
culturay las lenguas, a partir de la biodiversidad, la etnodiversidad (nimero de lenguas) y
la agrobiodiversidad (variedad de especies y de paisajes domesticados (Toledo y Barrera-
Bassols, 2008). De igual forma ayudan a comprender el impacto del manejo sobre las
especies y ecosistemas, sus procesos de conservacion, diversificacion y la creacion de
paisajes culturales (Casas, 2001), como sefala Leff (2016) las practicas de manejo pasan
a través de la mediacion de la cultura, de la internalizacion y racionalidad ecoldgica en
los valores culturales y las practicas productivas de las comunidades indigenas, tribales
y campesinas: para transformarse en el espacio geografico evolucionando en el mundo
bioldgico a través los estilos de vida y el aprovechamiento sustentable de los recursos.

Por esta razoén el presente estudio tuvo como objetivo entender ¢Cual es la
importancia cultural de algunas especies forestales del municipio de Badiraguato, Sinaloa?
y ¢{Como esta moldea la diversidad forestal existente en los sistemas agroforestales de
la cabecera municipal?

Para motivos de este trabajo se definieron los sistemas agroforestales utilizando
los criterios descritos por Farrel y Altieri (1999), conforme a la composicion y disposicion
de los componentes, funcion, escala socioecondémica, nivel de manejo y la distribucién
ecoldgica. En cuanto a la estructura, los sistemas agroforestales pueden agruparse de la

siguiente manera:
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« Agrosilvicultura: el uso de la tierra para la produccion secuencial o concurrente
de cultivos agricolas y cultivos boscosos.

« Sistemas silvopastorales: sistemas de manejo de la tierra en los que los
bosques se manejan para la produccion de madera, alimento y forraje, como
también para la crianza de animales domésticos.

-  Sistemas agrosilvopastorales: sistemas en los que la tierra se maneja para la
produccion concurrente de cultivos forestales y agricolas y para la crianza de
animales domésticos.

« Sistemas de produccion forestal de multiproposito: en los que las especies
forestales se regeneran y manejan para producir no solo madera, sino también
hojas y/o frutas que son apropiadas para alimento y/o forraje.

Los componentes se pueden disponer temporal o espacialmente y se utilizan
varios términos para sefalar las variadas disposiciones. La base funcional se refiere
al producto principal y al papel de los componentes, en particular los arbolados. Estos
pueden ser funciones productivas (produccion de las necesidades basicas, como alimento,
forraje, lefa, otros productos) y roles protectores (conservacion del suelo, mejoramiento
de la fertilidad del suelo, proteccion ofrecida por los rompevientos y los cinturones de
proteccion) (Farrel y Altieri, 1999).

Entre las preguntas planteadas estuvieron ¢ Cuales de los sistemas agroforestales
descritos en la literatura se encuentran en la comunidad?, ;{Qué arboles estan presentes
en cada uno de ellos?, ¢Bajo qué criterios culturales las personas de la comunidad usan
estas especies?, se tuvo como supuesto que las especies con mayor numero de usos y

presencia en los sistemas anteriormente descritos serian las culturalmente importantes.

2 MATERIAL Y METODOS
21ZONA DE ESTUDIO

Este estudio se llevd a cabo en el afio 2020 en Badiraguato (Figura. 1), uno de
los 18 municipios de Sinaloa, con 15 sindicaturas que poseen grandes extensiones de
vegetacion de Selva Baja Caducifolia, Bosques de Pino-encino, matorral xeréfilo, Su
altura sobre el nivel del mar fluctia entre los 150 y 2300 metros en sus partes mas
altas, esta integrado por mas de 530 localidades, de las cuales las mas importantes
son Badiraguato cabecera, Surutato, Boca de Arroyo y El Huejote, su clima es calido
y semiarido (SEMARNAT, 2015; http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/
EMM25sinaloa/municipios/25003a.html).
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2.2 ASPECTOS CULTURALES DE LA ZONA DE ESTUDIO

El municipio fue fundado en 1605 por el jesuita Hernando de Santarén,
Historicamente en Badiraguato se ubico el grupo cultural tebaca, rama descendiente de
los cahitas, que compartieron el territorio con los tarascos o purépechas y los nahuas, la
palabra Badiraguato proviene del vocablos cahita-tarascos: ba, “dira”; huato, hibridismo;
cuyas raices son las siguientes: la voz cahita ba; “agua”, “arroyo o rio”; y las radicales
tarascas dira, “muchos” y huata o huato, cerro; que literalmente puede interpretarse como
“arroyo entre montanas” . (http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM25sinaloa/
municipios/25003a.html). Del grupo Cahita actualmente sobrevive la cultura Mayo-

Yoreme al norte del Sinaloa. (Lopez Aceves, 2007).

Figura 1. Mapa de la zona de estudio Badiraguato, Sinaloa. (Fuente, Avendafio et al., en prensa)
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2.3 OBTENCION Y ANALISIS DE INFORMACION EN CAMPO

Para la realizacion de este estudio se aplicaron 62 listados libres y entrevistas
en la cabecera municipal a productores y amas de casa, las preguntas incluyeron qué
nombre reciben los espacios donde obtienen madera, alimento y forraje y crian animales
domésticos, asi como los espacios donde cultivan y conservan arboles, ¢Cudles arboles
considera de importancia para la comunidad?, /Donde se encuentran?, ;Cuales son sus

formas de uso? ¢,Si pudiera sembrar arboles cuales serian y por qué?, con la informacion
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obtenida sobre las especies de arboles se calculd el indice de Fidelidad de Friedman
(Friedman et al.1986) con la siguiente formula IF= Ip/lu *100, Ip= al nimero de informantes
que mencionaron conocer a las especies, lu= al total de menciones para todas las especies
de arboles. Las especies registradas fueron identificadas con ayuda estudios previos en
el estado (Vega et al, 2021), mientras que los nombres cientificos se consultaron en la
pagina web “plants of the world” (POWO, 2022). Las formas de manejo descritas fueron

delimitadas de acuerdo a los criterios descritos por Casas (2001).

3 RESULTADOS

Las personas entrevistadas fueron un 63% de mujeres y el restante varones
con un rango de edad de 19 a los 56 anos, los cuales mencionaron 66 especies para la
comunidad (Cuadro 1, Figura 2). Aunque existen un mayor numero de especies arboreas
estas fueron descritas como las Utiles, por otro lado, se encontrdo que las personas
reconocen como sistemas agroforestales al monte (espacio donde se encuentran los
arboles silvestres, con ganado de pastoreo y en ocasiones cultivos), la milpa (espacio
donde convergen cultivos agricolas y especies forestales toleradas) y el huerto familiar
(especies forestales cultivadas, con plantas medicinales y en ocasiones animales de
traspatio). Como se puede observar en este estudio se registraron ocho formas de uso
para las especies forestales, el cardon fue el que mas usos reportd por los entrevistados
seguido por el guayabo, guamuchil, la guasima, el pochote, tepehuaje, el palo Brasil, la
ciruela, el guaje, el guanacaste, la ilama y el palo colorado. En el caso de los sistemas
agroforestales registrados se encontré que los arboles presentes en los tres descritos
(monte, milpa y huerto familiar) fueron nuevamente el cardon, seguido por el guaje, el
guamuchil, el guayabo, el mauto y el tepehuaje, mientras que las especies con las
tres formas de manejo fueron el cardon, la ciruela, el guaje el guamuchil, guanacastle,
guayabo, ilama, y palo colorado. Finalmente, en el Indice de Fidelidad las especies con
mayor valor fueron el tepehuaje, el limon, cardon, brasil, aguacate, mango, encino, mauto,

guaje, guasima y el tamarindo (Cuadro. 1).

Cuadro 1. Arboles y arbustos de importancia cultural de la Cabecera municipal de Badiraguato Sinaloa.

Arboles Nombre cientifico Usos Ubicacién | Manejo | IF

Aguacate Persea americana Mill. AM S H C 4.34

Alamo Populus spp S M, R S 0.48

Aliso Alnus spp S M, R S 0.24
Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex

Algarrobo Willd.) M.C.Johnst. S M, Mi ST 0.96
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Arboles Nombre cientifico Usos Ubicacion | Manejo | IF
Algodon Gossypium spp O H, M S, T 0.48
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.)
Amapa Mattos S,0 M ST 048
Apomo Brosimum alicastrum Sw A F, S H, M ST 0.24
Arrayan Psidium oligospermum Mart. ex DC. A 'S H,M S.T 0.96
Ayale Crescentia alata Kunth. AM S H, M ST 0.96
Barril No identificado S M ST 0.48
L,C, RS,
Brasil Haematoxylum brasiletto H.Kars. CcVv M, Ml S 4.58
Cacachila Karwinskia latifolia Standl. M, S H,M S, T 0.24
Cacaloxochitl | Plumeria rubra L O, S H, M S.T.C 217
Cacaragua Vallesia glabra (Cav.) Link M, S H,M S, T 0.48
Pachycereus pecten-aboriginum (Engelm. | A, F, L, M,
Cardon ex S.Watson) Britton & Rose C,CV,0 H, M, MI S.T.C |4mM1
Cedro Cedrela odorata L AM,C H, MI ST 2.4
Chipil Crotalaria spp S,M M S 0.48
Chutama No identificado S H, M S 0.96
Ciruela Spondias purpurea L. AF. M, S H, M STC |193
Cocoboy Swietenia humilis Zucc. CV, S M, Ml S 145
Copal Bursera spp, C,M H M S, T 0.48
Hintonia latiflora (Sessé & Moc. ex DC.)
Copalquin Bullock M, S M S 0.48
Cuilon Mimosa spp SCV M, Mi S, T 048
Cupreso Juniperus deppeana Steud. C,L, O H, M T,C 217
Encino Quercus spp CL M,S,P | M, MI ST 410
Granada Punica granatum L. A'S H C 0.24
Guaje Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit A F S, L H, M, Ml S, TC 3.61
Guamuchil Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. A F,S,L,C | H,M, Ml S, TC 4.41
Guanacastle | Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb. | C,F,L,P M, Ml S, TC 217
Guasima Guazuma ulmifolia Lam. A CFLLM | M MI ST 3.37
A C,F L,
Guayabo Psidium guajava L. M, S H, M, Ml S, TC 2.69
Higuera Ficus petiolaris Kunth M. S H, M, Ml ST 240
llama Vitex mollis Kunth. A, F,M, S H, M S, TC 193
lima Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle AMS H C 217
limon Citrus x aurantium L. AM,S H c 506
Mango Mangifera indica L. A'S H C 4.34
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Arboles Nombre cientifico Usos Ubicacion | Manejo | IF

Mauto Lysiloma divaricatum (Jacq.) J.F.Macbr. A F,M, S H, M. Ml S, T 410
Melon papayo | Carica papaya L. AM, S H C 0.96
Mezquite Prosopis juliflora (Sw.) DC. AF, S M, Ml S, T 265
Mora Maclura tinctoria (L.) D.Don ex Steud. C S M S 048
Moringa Moringa oleifera Lam. M, F, S H C 0.96
Naranjas Citrus spp. AMS H C 2.20
Naranjito Citrus x sinensis (L.) Osbeck AMS H C 3.93
Neem Azadirachta indica A. Juss M, S H C 072
Nogal Juglans spp C, S H C 0.48
Palma Sabal spp S, 0 H,M S, T 1.93
Palo Blanco Piscidia mollis Rose SO M, MI ST 0.48
Palo Colorado | Coulteria platyloba (SWatson) N. Zamora CL,S,P M, Ml S, TC 3.45
Palo dulce Sin identificar LS M S 0.48
Palo mulato Sin identificar L, S M S 0.48

Inomoea arborescens (Humb. & Bonpl. ex
Palo santo Willd.) G.Don C,F LM M, MI S, T 048
Papache Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex DC. AM, S H,M ST 1.20
Pitaya Stenocereus spp A, M M, Ml ST 1.63
Pinguica Arctostaphylos pungens Kunth O, S H C 1.69
Pino Pinus spp C LS P M S 0.48
Platano Musa x paradisiaca L. AM, S H C 1.93
Pochote Ceiba aesculifolia (Kunth) Britten & Baker f. | A,F,O,S,C | H,M S, T 145
Tabachin Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw. C,0O,S H M S, T 0.96
Tamarindo Tamarindus indica L A, M S H C 2.89
C LM,
Tepehuaje Lysiloma watsonii Rose S, P H, M, Ml ST 5.54
Toronja Citrus spp. AM H C 1.69
Varablanca Casearia spp A'S H C 0.72
Vachellia campeachiana (Mill.) Seigler &

Vinolo Ebinger C,L M ST 145
Yaca Artocarpus heterophyllus Lam. A H C 0.48
Zapote Casimiroa edulis La Llave. A S H o] 0.48
Zorillo Senna atomaria (L.) H.S.Irwin & Barneby. C,FL M ST 0.48

Clave de uso: A= alimento, C= construccion, CV= cerca viva, F=

orrajera, L= lefa o combustible, O= ornamental,

P= poste, S= fuente de sombra. Clave de ubicacion: H=huerto familiar, M= monte, Ml= milpa, R= ribera de los rios.
Clave de la forma de manejo C= cultivada, T= tolerada, S= silvestre.
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4 DISCUSION

Una proporcion muy grande de las cerca de 7000 especies de plantas utiles de
México, son recursos de uso multiple para las poblaciones humanas locales (Caballero y
Cortés, 2001). Aunque la evidencia disponible, indica que los grupos indigenas de México
han desarrollado un amplio y detallado cuerpo de conocimiento sobre su entorno vegetal,
comunidades como Badiraguato dénde ya no es posible encontrar a estos grupos
aun muestran formas de manejo y aprovechamiento tradicional de los recursos que
constituyeron parte fundamental de las culturas de la regién, ejemplo de lo anterior es que
la mayoria de las especies con mayor nimero de usos y formas de manejo son nativas a
México y a la regidon con excepcion de la guayaba y el guaje (POWP, 2021).

Figura 2. Ejemplo de arboles de importancia cultural de la cabecera municipal de Badiraguato, Sinaloa a) brasil),

b) pochote, c) guanacaxtle, d) guamuchil, e) vinolo, f) mora, g) mauto, h) mezquite, i) tepehuaje, j) guasima, k) palo
colorado, I) alamo.
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En este caso se propone revisar a la especie de P. guajava ya que las personas
entrevistadas refieren guayabas silvestres, cuyos frutos son pequefnos, con mayor
numero de semillas y amargos. De acuerdo con la literatura esta especie es introducida a
la region, probablemente existe la posibilidad que lo que falten sean estudios genéticos,
morfoldgicos y ecologicos para la especie que abarquen la regidon norte del pais.

En el caso del carddn es conocido que esta especie fue y es parte fundamental
de la cultura Mayo del sur de Sonora y Norte de Sinaloa (Yetman & Van Devender,
2002) Ademas de arboles como el brasil, tepeguaje, los to’rotes (Burseras), las pitayas,
el guamuchil, los mezquites, el mauto y el guaje (Beals, 2016). El cardon se usa en la
region como cerca viva y ornato, en las milpas se conserva ya que es dificil de cortar y
quemar por la gran cantidad de agua que almacena, aunque amarga, salva de la sed a los
productores durante las largas jornadas en el campo. Adicionalmente su uso medicinal
esta asociado a la curacion de heridas y trastornos digestivos. Las otras especies son
multipropdsito, ademas de dar sombra, alimentan al ganado, son medicinales, sirven para
postes y materiales de construccion.

Aunque los resultados de las formas de uso, manejo y sistemas agroforestales
mostraron congruencia al senalar a las mismas especies, el indice de Fidelidad de uso
que surge de la pregunta ¢Cudles arboles considera de importancia para la comunidad?,
se registran aquellas especies presentes en los huertos familiares como los citricos,
el aguacate, los mangos, estas especies en su mayoria introducidas y cultivadas, se
consideran importantes por su valor nutrimental. De igual forma se registraron especies
como los encinos, los cuales de acuerdo con las entrevistas son importante para
reintegrarlos a la comunidad, debido al sobre aprovechamiento hoy en dia son dificiles
de encontrar. Aunque Vega et al (2021), mencionan 48 especies nativas para Sinaloa la
velocidad de deforestacion en la region es considerable ubicando al estado de Sinaloa en
el numero 15 y 17 a nivel mundial y a Badiraguato entre los municipios con mayor pérdida
de la cobertura forestal (Monjardin-Armenta, Pacheco-Angulo, Plata-Rocha, & Corrales-
Barraza, 2017). Aunque tanto el monte como la milpa estan conformados principalmente
por especies nativas, mientras que los huertos presentan un mayor nimero de especies
introducidas, consideramos que con los resultados obtenidos atin no es posible contestar
la pregunta sobre {Como la cultura moldea la diversidad forestal existente en los sistemas
agroforestales de la cabecera municipal de Badiraguato?, hacen falta mayores estudios
que muestren la variacion intraespecifica, sus frecuencias y la conformacion de paisajes

bioculturales propios de la region.
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5 CONCLUSION

Se registraron 66 especies forestales de importancia cultural, demostrada por
sus formas de aprovechamiento, manejo y presencia en los agroecosistemas. mismas
que comprenden a la mayoria sefialadas para los grupos indigenas del norte del Estado.
A pesar de no encontrarse grupos étnicos en la region las formas de aprovechamiento y
valor cultural contindian dentro de los sistemas agroforestales de la region, consideramos
que hacen falta estudios a profundidad que muestren cual ha sido el impacto de las
formas de manejo y aprovechamiento sobre los procesos de diversificacion de especies

y la creacion de paisajes culturales.
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RESUMEN: EI proposito de la presente
investigacion fue analizar las potencialidades
de las semillas de Carica papaya Linn y
aceite para su aprovechamiento como factor
determinante en la salud. Por lo cual, se
realizd una revision bibliografica exhaustiva
con enfoque cualitativo de tipo descriptivo,
documentados en estudios cientificos
de autores como Gudimella et al, (2022);
Gnanamangai et al., (2022); Rao et al,, (2022);
Pereira et al, (2021); Nandini et al, (2021);
Agada et al., (2020); Hafid et al, (2020); Avila
etal, (2020), Morais et al., (2017); Sharma et al.,
(2016); entre otros. Las semillas presentaron
alto contenido de proteinas, carbohidratos,
lipidos, fibra, minerales, fitoquimicos que
incluyen antioxidantes los cuales brindan un
alto valor nutricional beneficiando la salud
de poblaciones desnutridas. Asimismo, las
semillas demostraron actividad bioldgica
potencial para prevenir enfermedades como
la Diabetes Mellitus y el Cancer hepatico.
El aceite de la semilla de Carica papaya
Linn evidencid cantidades significativas de
acidos grasos insaturados resaltando el
oleico que es un omega-9 benéfico para la
prevencion y tratamiento de enfermedades
cardiovasculares. Conforme a lo anterior,
la semilla y el aceite de Carica papaya Linn
posee importancia en la salud humana dado a
que contribuye con una alimentacion nutritiva,
saludable y con principios activos que se
pueden explorar en la industria farmacologica.
PALABRAS CLAVE: Carica papaya Linn.
Semiillas. Aceite. Potencialidades. Salud.
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POTENTIAL CONTRIBUTION OF Carica papaya Linn SEEDS AND ITS OIL IN HEALTH

ABSTRACT: The purpose of this research was to analyze the potential of Carica papaya
Linn seeds and oil for their use as a determining factor in health. Therefore, an exhaustive
bibliographic review was carried out with a descriptive qualitative approach, documented
in scientific studies by authors such as Gudimella et al,, (2022); Gnanamangai et al., (2022);
Rao et al., (2022); Pereira et al,, (2021); Nandini et al., (2021); Agada et al., (2020); Hafid et
al,, (2020); Avila et al.,, (2020), Morais et al, (2017); Sharma et al, (2016); among others.
The seeds presented a high content of proteins, carbohydrates, lipids, fiber, minerals,
phytochemicals that include antioxidants, which provide a high nutritional value, benefiting
the health of undernourished populations. Likewise, the seeds showed potential biological
activity to prevent diseases such as Diabetes Mellitus and liver cancer. Carica papaya
Linn seed oil showed significant amounts of unsaturated fatty acids, highlighting the oleic
acid, which is a beneficial omega-9 for the prevention and treatment of cardiovascular
diseases. In accordance with the above, the seed and oil of Carica papaya Linn is important
in human health since it contributes to a nutritious, healthy diet and with active ingredients
that can be explored in the pharmaceutical industry.

KEYWORDS: Carica papaya Linn. Seeds. Oil. Potentialities. Health.

1 INTRODUCCION

La Carica papaya Linn popularmente llamada “papaya” es un fruto tropical, que
tiene su origen en América Central, que se ha extendido por la zona tropical y subtropical
del mundo; pertenece la familia Caricaceae, distribuida en 6 géneros y 35 especies
aproximadamente. El cultivo se encuentra expandido en Brasil, Africa, Hawai, Sri Lanka,
India, Australia, Archipiélago Malayo, siendo India el mayor productor de Carica papaya
Linn en el mundo contribuyendo con un 42% de la produccion, es decir, con una cantidad
aproximada de 3 millones de toneladas anualmente (Sharma et al., 2016; Pandey et al., 2016).

Es calificada una planta arbustiva con una tasa rapida de desarrollo de 2-10 m de
altura, de corta vida, tallo sencillo muy ramificado, tronco recto, suave, hueco y cilindrico
de color gris, con un diametro aproximado de 10-30 cm. La Carica papaya Linn es una
especie trioica o poligama, las plantas adultas poseen tres tipos sexuales: masculinas
(estambre), femeninas (pistilo) y hermafroditas (bisexuales) (Jiménez et al., 2014), siendo
estas ultimas las favoritas por los productores debido al excelente uso comercial que se
le puede dar, por la forma alargada del fruto, la cavidad confinada de sus semillas y se le
atribuye mayor tiempo durante la poscosecha (minimo un afno).

La Carica papaya Linn contiene grandes cantidades de compuestos bioactivos y
de valor nutracéutico, lo que proporciona beneficios potenciales para la salud (Nwofia et
al, 2012), es de gran utilidad en el tratamiento de muchas enfermedades (estrefimiento,
amenorrea, cancer, prevencion de Ulceras), por lo cual es considerada una fruta con

propiedades funcionales (Krishna et al., 2008; Ayoola y Adeyeye, 2010; Aravind et al., 2013).
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Numerosos estudios han reportado que todas las partes del arbol Carica papaya
Linn; hojas, frutos, semillas, latex, cortezas tallos y flores son ricas en componentes
bioactivos por lo que se utilizan en diversos tratamientos de enfermedades, tales como: la
presion arterial, cancer, diabetes, malaria y dengue; en la medicina tradicional son utilizadas
en tratamientos para el agrandamiento del higado, el bazo, las pecas y el crecimiento
canceroso (Gnanamangai et al,, 2022; Gudimella et al., 2022; Pereira et al., 2021).

La planta de Carica papaya Linny sus partes contienen latex (jugo lechoso), el cual
posee papaina, esta se puede ver con facilidad cuando se dispone superficialmente en
cualquier parte de la planta; la papaina es ampliamente utilizada en las industrias alimentaria
y farmacéutica; se emplea como agente antimicrobiano, antibiético y antifungico en la
produccion ganadera (Rao et al, 2022). La papaina también tiene otras aplicaciones en
la industria de alimentos como: el ablandamiento de carne para humanos, alimentos para
peces, perros y preparacion de hidrolizados de proteinas (Hafid et al., 2020).

Las hojas de Carica papaya Linn son reconocidas en etnomedicina por su actividad
potenciadora de plaquetas, el extracto obtenido de su coccion es utilizado en paises
como Malasia y parte de la India para incrementar el recuento de las mismas, a pesar
de que estudios clinicos y preclinicos han demostrado que efectivamente el extracto de
las hojas tiene estas potencialidades los mecanismos subyacentes aln no estan claros
(Nandini et al., 2021).

Diversos estudios fitoquimicos de las semillas de Carica papaya Linn han reportado
la presencia de una cantidad significativa de saponinas, alcaloides, flavonoides, fenoles,
terpenoides y esteroides, los cuales tienen propiedades antioxidantes, relacionadas con
la actividad inhibitoria contra las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa y el estrés oxidativo
relacionado con la diabetes, siendo estos posibles mecanismos que ayudan a reducir los
niveles de azlcar en la sangre para controlar la diabetes mellitus tipo 2 (Agada et al,, 2020).

Se han realizado investigaciones sobre los usos de las semillas de papaya como
fuente de aceite, las cuales han reportado una composicién alta de acidos grasos
insaturados (78,33%), siendo el oleico el de mayor proporcion (73,5%), seguido de los
saturados (21,7%) destacandose el palmitico (15,8%), cabe resaltar que al acido oleico se
le atribuyen propiedades antiinflamatorias y antitumorales por lo que el aceite obtenido
de semillas de Carica papaya Linn podria ser benéfico para la salud humana (Yanty et al,,
2014; Briones-Labarca et al., 2015).

Acorde con las diversas aplicabilidades reportadas sobre esta planta, las semillas
son poco utilizadas; por lo cual en este trabajo se pretende analizar las potencialidades
de las semillas de Carica papaya Linn y aceite para su aprovechamiento como factor

determinante en la salud.

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 4 “



2 METODOLOGIA

Esta investigacion tuvo un enfoque cualitativo de tipo descriptivo, con disefio
documental, realizada mediante la revision exhaustiva en diversas bases de datos como
Sciencedirect, Scielo, Scopus, Redalyc, Google Academic, entre otras, en las cuales se
hizo la busqueda de diversos estudios cientificos relacionados con las potencialidades
de las semillas de Carica papaya Linn para su aprovechamiento; la informacioén cientifica
encontrada fue organizada de tal manera que se pudiera analizar de sus semillas la
composicion nutricional y fitoquimica, cuyos compuestos activos dan origen a diversas
utilidades como la actividad protectora del entorno celular contra los efectos nocivos
de las actividades oxidativas e inflamatorias de los carcindgenos, las semillas de
Carica Papaya Linn son ricas en alcaloides que tienen propiedades quimiopreventivas,
anticancerigenas y analgésicas

De igual forma el perfil de acidos grasos y propiedades fisicoquimicas del
aceite, demostraron diversas actividades potenciales como la prevencion y control de
enfermedades cardiovasculares, los efectos positivos sobre la aparicion de tumores y la
alta composicion de acidos grasos insaturados, composicion quimica importante que lo
hacen atractivo para la produccion de biodiesel.

Tanto las semillas de Carica Papaya Linn como su aceite presentaron altas
potencialidades bioldgicas, farmacoldgicas, alimenticias y nutricionales beneficiosas para
la salud humana.

3 RESULTADOS

Las semillas de papaya ocupan alrededor del 20% de la masa fresca del fruto,
estas exhiben valores nutracéuticos de gran relevancia en la dieta humana, son ricas
en macro y micronutrientes, (Avila et al, 2020). De igual forma contienen cantidades
considerables de fibra dietética, la cuales se les atribuyen muchos beneficios a la salud
como: eliminacion de toxinas del sistema digestivo y reduccion de los niveles de colesterol
(Morais et al.,, 2017; Kadiri, et al., 2016).

En cuanto al aceite de semilla de papaya se encontrd que es rico en acidos grasos
monoinsaturados (Samaram et al, 2015), siendo el mas abundante el acido oleico, que
junto con tocoferoles y carotenoides le confieren propiedades nutricionales y funcionales
(Penteado et al., 2021).

31 CONTENIDO NUTRICIONAL DE LAS SEMILLAS Carica papaya Linn

Las semillas de Carica papaya son ricas en minerales tales como: K, Ca, P y
Mg, (Santos et al., 2014) siendo estos necesarios para el funcionamiento adecuado de
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los sistemas fisiologicos y metabdlicos del cuerpo humano, también se destaca el alto
contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos, convirtiéndolas en fuentes alternativas de
energia que puedan complementar a las poblaciones desnutridas (Doto & Abihud, 2021);

como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Valor nutricional en semillas de Carica papaya Linn.

Parametro Valor nutricional (mg por 100 g)
(Santos et al., 2014) (Maisarah et al., 2014)

Humedad 240-9.83 54
Ceniza 6.94-10.6 8.2
Carbohidrato 8.4-276 155
Proteina 24.3-31.80 251
Lipido 20.97-301 -
Fibra dietética 17.0-22.6 456
Acido ascorbico 012-015 14.44
Sodio 39.80 234
Potasio 743.30-1635.50 21157
Calcio 725.00-8435.10 6814
Zinc 5.00-617 -
Fésforo 566.9 -
Cobre 0,50-1,09 -
Manganeso 2.50-3.10 -
Magnesio 218.80-332.50 423.5

De igual forma, las semillas de Carica papaya Linn mejoran los fitoquimicos y las
propiedades funcionales de los cereales como la harina de maiz, con efectos positivos en
la salud humana (Avila et al, 2020); los principales compuestos que otorgan propiedades
nutricionales y funcionales son antioxidantes, como: fenoles, tocoferoles, fitoesteroles y
carotenoides (Gupta et al,, 2020; Enriquez-Ochoa et al., 2020).

En las semillas también se determinaron compuestos con actividad protectora del
entorno celular contra los efectos nocivos de las actividades oxidativas, e inflamatorias
de los carcindgenos, como compuestos fenolicos, isotiocianatos, terpenos, fitoesteroles,
flavonoides y antraquinonas (Doto & Abihud, 2021; Doan et al., 2020). Estos antioxidantes
presentes en las semillas de Carica papaya Linn de acuerdo a estudios realizados han
mostrado uso potencial en el tratamiento de canceres como el Carcinoma Hepato Celular,
debido a que tienen capacidad antiinflamatoria y antiulcerogénica (Panzarini et al.,, 2014)
(Véase Tabla 2).

La aplicacidon de antioxidantes también podria ser un efectivo tratamiento sobre

la diabetes mellitus; por tal razon los inhibidores naturales se obtienen de las plantas, por
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ser menos costosos, menos toxicos y estan disponibles a diferencia de medicamentos

comerciales como acarbosa, voglibosa y miglitol, utilizados para reducir la glicemia en

pacientes con diabetes mellitus tipo 2. (Sabiu y Ashafa, 2016; Agada et al., 2020).

Otros estudios han reportado que las semillas de Carica papaya Linn son

ricas en alcaloides que tienen propiedades quimiopreventivas, es bien sabido que

a los alcaloides se les atribuyen diversas actividades bioldgicas como: agentes

antibacterianos, antiespasmaodicos, quimiopreventivos, anticancerigenos y analgésicos

(Kyei-Barffour et al., 2021).

Tabla 2. Perfil fitoquimico de las semillas de Carica papaya Linn.

Constituyentes fitoquimicos

(Kyei-Barffour et al., 2021)

Valor nutracéutico

Fenélicos (mg/9g)
p -Acido camarico 0.35
Kaempferol-3-glucésido 012
acido p-hidroxibenzoico 0.39
Quercetina-3-galactosido 016
acido cafeico 043
Acido ferdlico 0.62
Fitoesteroles (mg/9g)
Campesterol 1.0
Estigmasterol 0.6
B-sitosterol 54
Otros fitoquimicos %
Flavonoides 3,66
Alcaloides 725
Fitatos 015
Esteroides 0.49
Terpenoides 1.33
Oxalatos 2.33
Glucosidos 919
Estrobosteroides 0.28
Carotenoides 19.75
Antraquinonas 21.50
Flobataninos 0.38

También se hareportado que el extracto delasemillade Caricapapaya Linnralentiza

el esperma humano, mediante un estudio dirigido por (Ghaffarilaleh et al, 2019) en el

cual, reportan que en la medicina tradicional se utilizan estas semillas como medicamento
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anticonceptivo para hombres y abortivo en la mujer. Los analisis en este estudio revelaron
que el extracto de semilla de Carica papaya Linn afecta significativamente en forma
negativa en los parametros de motilidad espermatica definitivos para la fertilidad; por
tanto, se hace pasar por un candidato probable para la anticoncepcion masculina.

El contenido de aceite extraido de la semilla de Carica papaya Linn oscila entre
20,97% y 30,10% este puede variar de acuerdo con diversos factores medioambientales
(lluvias, sequias, inundaciones), tipo de terreno, entre otros. Ademas, posee un alto
contenido de fitoquimicos lipofilicos y acidos grasos esenciales, destacandose en mayor
proporcion el acido oleico (Briones-Labarca et al., 2015). El &cido oleico esta ampliamente
identificado como un agente antiinflamatorio e incluso puede tener efectos positivos
sobre los genes asociados con la aparicion de tumores). Los acidos: palmitico, araquidico,
linolénico y estearico también se encuentran presentes en estas semillas en menor

proporcion (Tabla 3).

Tabla 3. Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de Carica papaya Linn.

Acido graso # dobles Porcentaje (%) Porcentaje (%)

enlaces

(Senrayan & Venkatachalam, 2019) (Yanty et al., 2014)

Laurico (C12:0) - -
Miristico (C14:0) 0.49 0.3
Palmitico (C16:0) 14.96 15.8
Palmitoleico (C16:1) 177 0.4
Margoérico (C17:0) - 01
Estearico (C18:0) 5.93 51
Oleico (C181) 70.84 737
Linoleico (C18:2) 458 40
Linolénico (C18:3) 0.38 -
Araquidico (C20:0) 0.46 0.4
Gadoleico (C20:1) 0,51 04
Saturados 21.84 217
Insaturados 78.08 78.3

Como se puede observar en la Tabla 3 el mayor porcentaje de acido graso
corresponde al oleico (70,84%), siendo este valor muy préximo al reportado en aceites
comerciales como el de canola (64%) y oliva (71,4%-76,8%). Este acido graso es llamado
omega-9 al cual se le atribuyen propiedades como reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, elevar los niveles de lipoproteinas de alta densidad, donde su funcién
es transportar el exceso de colesterol que se encuentra en los tejidos hasta el higado

para posteriormente ser eliminadas (Dorado et al,, 2017).
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El hecho de contener mayor por porcentaje de acidos grasos insaturados
(78,08%) lo convierte en una importante fuente potencial para la produccién de biodiesel
(Anwar et al,, 2019).

Los resultados obtenidos del andlisis de las propiedades fisicoquimicas del aceite
extraido de la semilla de Carica papaya Linn evidenciaron un bajo valor para el indice
de perodxido, esto podria ser atribuido a la no formacion de peréxidos e hidroperoxidos,
debido a la oxidacion de los lipidos durante el proceso de extraccion y analisis del aceite;
valores bajos del indice de perdxido le permiten al aceite cumplir con la norma alimenticia
Codex (< 10 meq H,0,/kg y las normas para aceites procesados y almacenados (1 meq
H,0,/kg) (Bouanga et al,, 2011), por lo tanto este aceite se puede considerar que exhibe
alta estabilidad frente a la oxidacion.

Para el indice de yodo, los valores reportados indican que este aceite tiene un
alto grado de insaturaciones, esto es acorde al perfil de acidos grasos el cual muestra un
porcentaje del 78,08 % para los insaturados y 21,84 para los saturados.

En cuanto al indice de saponificacion, se muestran valores que indican que este
aceite contiene en promedio triacilgliceroles de bajo peso molecular. En cuanto al indice
de acidez estuvo por encima del permitido por la norma Codex alimentaria para aceites
comestibles (4 mg/g), este valor podria ser atribuido a una hidrolisis enzimatica, por
la lipasa de Carica papaya Linn durante el secado de las semillas y en el proceso de

extraccion (Dorado et al., 2017), estos valores se encuentran reportados en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la semilla de Carica papaya Linn.

Propiedades (Senrayan & (Dorado et al., 2017) | (Lee et al., 2011)

Fisicoquimicas / Unidades | Venkatachalam, 2019)

Densidad 0.45 0,94 -
(g/cm?)

Valor de saponificacion 187.30 177 183,3
(mg KOH / g)

indice de peréxido - 0 -
(mEq / Kg)

Valor de yodo 70.90 68,4 64,1

(I, /100 g de aceite)
Valor acido 252 5,54 4.4

(mg / KOH/ g)

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 4



4 CONCLUSIONOES

Con base a los resultados de la presente investigacion teodrica, acerca de
las potencialidades de las semillas de la papaya (Carica papaya Linn), se destaca
su composicion nutricional con alto contenido proteinas, lipidos y carbohidratos,
convirtiéndolas en fuente potencial de suplementos alimenticios direccionadas hacia el
mejoramiento de la salud en las poblaciones desnutridas.

Las semillas también poseen alto contenido de minerales siendo estos benéficos
para el adecuado funcionamiento de sistemas fisiologicos y metabolicos; asimismo,
mejoran las propiedades funcionales y nutricionales de los cereales, por su contenido
significativo de fitoquimicos (fenoles, tocoferoles, fitoesteroles y carotenoides, entre
otros) contribuyendo de forma positiva en la salud humana.

La semilla de Carica papaya Linn tiene actividad que protege las células contra
los efectos nocivos de los carcinomas (actividades oxidativas e inflamatorias), debido a
la presencia de isocianatos, flavonoides, terpenos fitoesteroles, saponinas y alcaloides,
antioxidantes usados en el tratamiento del carcinoma Hepato celular. Estos antioxidantes
tienen actividad inhibitoria contra las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa los cuales
reducen los niveles de azucar en la sangre para controlar la diabetes mellitus tipo 2.

El aceite de las semillas de Carica papaya Linn posee alto contenido de acidos
grasos insaturados destacandose el oleico (omega-9) al cual se le atribuyen propiedades
como la prevencion y control de enfermedades cardiovasculares y efectos positivos
sobre la aparicion de tumores. La alta composicion de insaturados en el aceite lo hace

atractivo para la produccion de biodiesel.
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RESUMEN: En la region de Los Rios, ubicada
a 860 km de Santiago de Chile, se han
desarrollado tres iniciativas de Innovacion
Social en Pesca Artesanal, con un instrumento
delaCorporacionde FomentodelaProduccion,
en sus lineas 1: “prototipos de innovacion
social” y linea 2: “validacion de la innovacion
social”, que permitid realizar un proceso de
ensayoy error para dar con algunas soluciones
a problematicas existentes en la pesca
artesanal, principalmente comercializacion vy
diversificacion productiva. Primero, trabajamos
en un sistema de gestion para plantas
de procesos artesanales, un proyecto de
activacion del turismo de base comunitaria en
la costa de Corral y una venta de suscripcién
de productos del mar hasta producto minimo
viable. EI modelamiento de los prototipos fue
todo un desafio para el equipo profesional que
no esta acostumbrado a utilizar técnicas de
creatividad ni de modelamiento y que ademas
gestiona otros proyectos en distintos puntos
de Chile, pero en si la experiencia de trabajo ha
sido muy enriquecedora para los beneficiarios
y nosotros, que hemos cambiado nuestra
manera de proyectar las cosas y trabajar las
brechas que se mantienen en las comunidades
pesqueras, a la hora de emprender negocios.
Al respecto de la innovacion social, la Cepal
sostiene que “las innovaciones solo tienen
sentido si se difunden y se ponen al servicio
de otras personas”. El presente articulo va en
esa linea y presentara las dos experiencias
que mantenemos activas en la Region de Los
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Rios, toda vez que los prototipos validados fueron transferidos a Fundacion Cocinamar,
para darles continuidad.

PALABRAS CLAVE: Pesca artesanal. Innovacioén social. Co-diseno. Prototipos. Validacion
de la innovacion social.

1INTRODUCCION

En 2016 respondimos a un desafio sobre levantar soluciones para las brechas
existentes en pesca artesanal y trabajamos con dos ideas: Logistica de apoyo a
plantas pesqueras artesanales, para cerrar brechas en gestion y trazabilidad y Aqui hay
pescado, un modelo de comercializacion directa por suscripcion en Valparaiso. También
prototipamos una iniciativa de turismo de base comunitaria, llamada Travesia. A la par, la
Corporacién de Fomento de la Producciéon (CORFO), fue orientando un instrumento de
fomento hacia la innovacion social, que contaria con tres lineas de financiamiento a partir
de todo un proceso del tipo “Desafios de Innovacién”, instancia bastante larga y agotadora.
El proceso completo de innovacion social impulsado por CORFO fue evaluado en 2020
por el Ministerio de Ciencia en Chile y la linea se descontinud, pero para nosotros funciono
bastante bien, al aplicarlo en la pesca artesanal; sin embargo, no pudimos acceder a la

tercera linea de financiamiento para el escalamiento y el modelo de sustentabilidad.

Desafios Ideacion Prototipo Validacion Escalamiento
. Prueba de
o e Ideaciény Prueba de .
2 Identificacién de : supuestos Escalamiento de
@ levantamiento de concepto y e .
g problemasy . criticos hasta soluciones y modelo
[ : las mejores desarrollo de i -
a  oportunidades. . . aplicacién de sostenibilidad.
soluciones. prototipo. :
funcional.

Mesas de Plataforma de . Através de
~ . . ., . 3 Linea 2.
o trabajo innovacion abierta. Linea 1. S
£ gt s Validacion de .
& territoriales. Curso para Prototipos de L. Sistema

G i = a Innovacion L ercado
o lal M d
= Participacion de  proyectos de Innovacion. ; publico
. C 5 Social.

la comunidad. Innovacién Social.

2 Desafios social
esafios sociales : : . i

S8 . Prototipo de Prototipo de Prototipo de Innovacién  Empresa
S yregionales, i G s - aa s A
a o inspiracion. Evolucién. validacion. publica. social
2 priorizados.
[}
qE, Facilitar la articulacion y participacion de los -
2z . 5 s Generar mediciones para evaluar los resultados
-2 distintos actores e instituciones, relevando a los " o s
8 T del proceso y de la inversién inicial.
S  beneficiarios finales.
w

Fuente: Subsecretaria de Economia y Empresas de Menor Tamafio, 2019.

Entre 2017y 2020, retomamos las ideas planteadas y ejecutamos cuatro iniciativas

en la Region de Los Rios — Chile, dos en cada linea de innovacion social disponible.
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2 DESAFIOS DE LA PESCA ARTESANAL EN CHILE

El diagndstico encargado por la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (2013),
concluye la existencia de un desarrollo precario de la pesca artesanal en Chile,
originado principalmente por diferentes problemas, agrupados en tres grandes areas

principales, de las cuales, nosotros elegimos la siguiente para abordar:

I.  Problemas que surgen de la actividad pesquera misma: (i) el aumento de la

capacidad y del esfuerzo de pesca, producto de la cantidad creciente del
nuimero de pescadores y embarcaciones artesanales; (ii) la situacion de
deterioro de los recursos pesqueros que muestran abundancias decrecientes,
producto de la sobrepesca (i.e., discrepancias entre cuotas autorizadas
y desembarques por sobre dichas cuotas) generando desembarques
variables; (iii) mercados de primera venta atomizados y con asimetrias,
en que la demanda detenta un poder de compra importante, y canales de
comercializacion intrincados que redundan en desembarques con bajo
valor; volumen y destino de desembarques con bajo valor agregado; y (iv) el
empleo, con bajos ingresos, y el valor econdomico social del sector con baja
apreciacion, dada las condiciones sefaladas en que se desenvuelve el sector.

Con estas brechas en mente y pensando en abordar el problema desde el
trabajo con las plantas pesqueras de pequena escala, como unidad de analisis y estudio,
planteamos probar el supuesto que “un sistema de gestion y asesoria puede mejorar la
operacion de una planta pesquera de pequeia escala, a través de una herramienta que
permita resolver ciertas brechas y que le haga sentido y sea viable para los pescadores
artesanales que administran plantas”, que fue la fase conceptual de LAPA (Logistica de
Apoyo a Plantas Artesanales).

Prototipo Lapa: En el proceso de prueba de concepto se realizé un taller de design
thinking en el cual los participantes, todos emprendedores y emprendedoras de la costa
valdiviana, en la region de Los Rios, reflexionaron sobre sus haceres, sus problematicas y
necesidades para construir desde ahi una propuesta de apoyo y acompanamiento en las
areas comercial y administrativas. La invitacion fue a construir un prototipo o propuesta
que identifique la formay las necesidades que un proyecto de logistica de apoyo debiera
considerar. Asumiendo las aportaciones de cada mesa como espacios de construccion
al prototipo final, podemos concluir que cada grupo resaltdé elementos que considero

importantes y fundamentales que debia considerar LAPA:

1. Una plataforma que les permita trabajar en redes con otros del mismo rubro y

coordinarse pararesponder a requerimientos de compradores y/o proveedores.
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2. Que les brinde apoyo directo y que se vea reflejado en asesoria permanente
en terreno en el area de gestién, administracion y publicidad, como también
en capacitacion en las mismas areas.

3. Debe ser un instrumento flexible a las condiciones y necesidades de cada
emprendimiento, con apoyo y capacitacion en la gestion de negocio.

4. Debe haber seguimiento a los emprendimientos y apoyo diferenciado segun
cada emprendimiento con monitores que capaciten en terreno.

5. Con apoyo en diseno y publicidad.

Fotografias del proceso. Taller de co disefio del prototipo con pescadores usuarios del sistema, utilizando
metodologia design thinking, marzo 2018. Valdivia - Chile.
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El empaquetamiento del prototipo desarrollado y validado consistio en los
siguientes elementos, los cuales fueron testeados en la etapa de prototipo de innovacién

o evolucion.

EMPAQUETAMIENTO
LAPA
(TOOLKIT)

VITRINA
PROMOCIONAL

S s 3 @ 7 5
22

]
1 sl

Gracias a esta iniciativa dos plantas pesqueras de pequena escala, dirigidas por

PLAN DE

CAPACITACIONES

mujeres, se inscribieron en el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura.

Prototipo Aqui hay Pescado: Es el prototipo de evolucion de LAPA, ya que la
vitrina comercial no logré su objetivo inicial, que era generar mas clientes, una brecha de
las plantas de proceso de pequefia escala, situacion que se vié agravada por el COVID19.
Por este motivo, con la formalidad alcanzada de las plantas en el proyecto LAPA, el
desafio pendiente era lograr mayores ventas y lo probamos, a través de un modelo de
suscripcion. Por otra parte, en 2016 habiamos realizado las pruebas de concepto en
Valparaiso, también con un desafio de innovacion y al unir las dos iniciativas logramos

avanzar hacia la validacion de la innovacion social. www.aquihaypescado.cl.
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Figura: Modelo aqui hay pescado.

suscriptor pescador artesang; Familias
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COMPRA PESCADO STNO QUE L UN PRECLO JUSTO, HECEPCION PRODUCTOS
AYUDA AL MEDTO AMBLENTE Y A O SE PESCA DE MANERA PESCA HESPONSABLE
105 PESCADORES TIEGAL

El programa de consumo responsable Aqui hay Pescado es una comunidad
de consumidores que sustentan la compra de pescados y mariscos directamente a
pescadores artesanales, a través de una suscripcion mensual o trimestral con prepago.
El afno 2021 paso su etapa de validacion de la innovacion social, llegando a 116 familias en

la ciudad de Valdivia, aumentando su consumo de productos del mar.

¢Cuantos kilos de productos
del mar consumieron los
clientes del programa
Aqui Hay Pescado?

Congrio 73,24 ky

Navajuela 537,16 kg

Choro kg

Surtido marisco 232 kg

Cholga 145 kg

Jaiba limon 138 kg

Sierra 45 kg

Reineta 167,31kg

Pejerrey 616 kg

Robalo B78kg

Jaiba marmola 140 kg

Algas Takg >3 =

100 FAMILIAS 20 KILDS 2 Toneladas
La comunidad de consumidores Cada familia consumio 20 kilos de productos En total consumieron 2
responsables Aqui hay Pescado, esta del mar durante el periodo que recibieron toneladas de productos del mar.
compuesta por 100 familias valdivianas. nuestro pack del mar (marzo a diciembre 2021).
@agquihaypescado Fuente: Programa Aqui Hay Pescado
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Prototipo Turismo Comunitario Travesia: Este programa de turismo de base
comunitaria fue para apoyar la diversificacion productiva de los pescadores artesanales
de la comuna de Corral, regién de Los Rios. Se inicidé en 2017 con la linea de prototipos
y se logré validar en 2021 con el término del proyecto, incluida la crisis sanitaria del
COVID19.

Travesia Turismo Comunitario es un prototipo de innovacion social financiado por
Fomento Los Rios y desarrollado por Fundacion Cocinamar, cuyo objetivo es articular
diversas actividades turisticas que realizan pescadores artesanales de la Regién de
Los Rios generando valor y fortaleciendo una red de turismo comunitario que genere
beneficios a las comunidades. www.turismotravesia.org.

Actualmente el Unico tour que logramos promover y operacionalizar es la salida

pelagica que ya tiene 6 salidas, cuyos beneficios son directos para los pescadores de la

Isla del Rey, comuna de Corral.

3 CONCLUSIONES

Como equipo de trabajo creemos que la Unica forma de instalar soluciones que
disminuyan brechas o aporten al desarrollo de las comunidades pesqueras es repitiendo
e iterando las soluciones en distintas comunidades, acompanando el proceso de
aprendizaje e incorporacion y eso no es posible completarlo con proyectos individuales
que duran un ano, se necesita mas tiempo de dedicacién y mayor colaboracion entre los
distintos actores publicos y privados que intervienen en la problematica a trabajar.

Trabajar en el proceso de innovacion social y que el programa haya sido cortado,
sin la parte final de la escalabilidad y el modelo de sustentabilidad, nos dejé con los
prototipos de validacion estructurados y en una etapa muy incipiente de ventas, siendo

transferidos a la Fundacién Cocinamar para seguir acompanando a los beneficiarios.
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RESUMEN: El procesamiento industrial del pistacho genera biorresiduos que pueden
ser reutilizados como precursores de componentes bioactivos de interés como los
compuestos fendlicos (CF). Por ello, el objetivo de este trabajo es optimizar las condiciones
de extraccion por agitacion (EAM) y de extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) de CF
utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR). Se utilizd un disefio central
compuesto (DCC) para analizar los efectos de las variables independientes: relacion
etanol: agua (E-A) y tiempo de extraccion. Ademas, se evaluaron diferentes alternativas
del proceso de extraccion mediante un analisis exergético. Se calcularon los consumos
de energia y agua, las emisiones de CO, y el rendimiento exergético. Las condiciones
oOptimas para la extraccion de CF mediante el método EAU fueron la E-A de 0,5 y un
tiempo de extraccion de 0,7 y 0,94 h. Para EAM, las condiciones optimas fueron una la
E-A de 0,6 y un tiempo de extraccion de 2 y 2,7 h. Un periodo de extraccion mas largo,
para ambas extracciones, produce reacciones de degradacion y, por tanto, una pérdida
de actividad de captura de radicales. EAM tuvo valores 6ptimos de E-A comparables a los
correspondientes a EAU. Sin embargo, EAM requiere mas tiempo para producir ruptura
en la célula, disolucién y difusién de los compuestos bioactivos en los extractos. De los
resultados de la simulacion, se encontrd, que el uso de reciclo es conveniente ya que, la
exergia de las corrientes no se desperdicia al verterlas al medioambiente. El consumo de
energia para la alternativa recomendada, y que usa una relaciéon de E-A 1/1 que incluye el
reciclo de solventes, (E-W 1/1 Rec) fue de 567 MJ/h'y su emision de CO, fue de 105 kg/h.
La destruccion de exergia indica que las etapas de evaporacion y destilacion pueden
optimizarse hacia una operacion mas sostenible.

PALABRAS CLAVE: Extraccion de compuestos fendlicos. Simulacién numérica.
Optimizacion de extraccion. Residuos industriales de pistacho. Andlisis exergético.

BIOREFINERY CONCEPT: SUSTAINABLE DEVELOPMENT AND PROPOSAL OF
CLEAN PROCESS OF THE EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM
PISTACHIO (Pistacia vera var. Kerman) INDUSTRIAL WASTES

ABSTRACT: Industrial pistachio processing generates biowaste that can be reused
as precursors of bioactive compounds of interest such as phenolic compounds (PC).
Therefore, the aim of this work is to optimize the conditions of stirred extraction (SSE) and
ultrasound-assisted extraction (UAE) of PCs using the response surface methodology
(RSM). A central composite design (CCD) was used to analyze the effects of the
independent variables: ethanol: water (E-A) ratio and extraction time. In addition, different
alternatives of the extraction process were evaluated by means of an exergy analysis.
Energy and water consumption, CO2 emissions and exergetic efficiency were calculated.
The optimum conditions for CF extraction by the EAU method were E-A of 0.5 and an
extraction time of 0.7 and 0.94 h. For EAM, the optimum conditions were an E-A of 0.6
and an extraction time of 2 and 2.7 h. A longer extraction period, for both extractions,
results in degradation reactions and thus a loss of radical scavenging activity. EAM had
optimal E-A values comparable to those corresponding to EAU. However, EAM requires
more time to produce cell rupture, dissolution and diffusion of the bioactive compounds
in the extracts. From the simulation results, it was found that the use of recirculation is
convenient since the exergy of the streams is not wasted by discharging them into the
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environment. The energy consumption for the recommended alternative, which uses an
E-A 1/1ratio including solvent recycling (E-W 1/1 Rec), was 567 MJ/h and its CO2 emission
was 105 kg/h. The exergy destruction indicates that the evaporation and distillation stages
can be optimized towards a more sustainable operation.

KEYWORDS: Extraction of phenolic compounds. Numerical simulation. Extraction
optimization. Industrial pistachio biowaste. Exergy analysis.

1INTRODUCCION

En la industria del pistacho, cuando los frutos se procesan desde la cosecha
hasta el envasado, se generan grandes cantidades de biorresiduos. Estos se componen
de exocarpio, fracciones de ramas, tallos y hojas que se eliminan industrialmente con
agua, mediante el uso de aspersores. Generalmente, el manejo de estos biorresiduos no
se realiza de forma adecuada, generando numerosos problemas ambientales, tales como
la contaminacioén del agua y del suelo.

Por otra parte, el concepto de biorrefineria de “transformar los biorresiduos en
materia prima”, ha surgido para alcanzar el desarrollo sostenible. Este tema se ha vuelto
mas relevante, debido a que los biorresiduos de la agroindustria, son ricos en diferentes
compuestos de alto valor afiadido como los compuestos fendlicos (CF) (Ozbek et al.,
2018). Estos compuestos han atraido una atencion cada vez mayor en los ultimos afos,
debido a sus diversos beneficios potenciales para la salud y actividades farmacologicas,
destacadas por multiples estudios in vitro, in vivo y clinico/epidemiolégicos (Rasines-Perea
y Teissedre, 2017). Los CF se pueden extraer de los biorresiduos utilizando métodos de
extraccion adecuados, como los no convencionales que reducen los tiempos de proceso
(Corrales et al., 2008; Galvan d’Alessandro et al., 2012; Santos-Buelga, 2006). El buen
desempeno de estos procesos y la calidad de los compuestos obtenidos, dependen de
las condiciones de operacion, incluyendo el tipo de solvente, duracion y temperatura
del proceso (Haas et al., 2018). Conocer las condiciones optimas de los procesos de
extraccion, puede ayudar a mejorar la calidad del producto y reducir los consumos de
energia y solventes.

Por otra parte, el andlisis de exergia permite calcular la eficiencia de un proceso.
Aungue la pérdida de exergia no puede evitarse por completo en los procesos reales, se
puede minimizar. Diversos autores han empleado el concepto de exergia para detectar
ineficiencias energéticas, materiales y ambientales en procesos (Echegaray et al., 2019;
Zalazar-Garcia et al., 2022).

Si bien hay diversos trabajos realizados en la optimizacion de la extraccion de CF

en pistachos, no hay estudios que focalicen su analisis en los biorresiduos industriales.
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Esto es un punto importante a considerar, ya que la matriz de solidos a extraer es diversa
y su contenido acuoso difiere de los estudios previos.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo fue encontrar las
condiciones optimas de operacion (agitacion mecanica o agitacion asistida con
ultrasonido), medicién de tiempo, y proporcion de solventes en la extraccion de CF de
los residuos de pistacho a escala de laboratorio, a partir de la Metodologia de Superficie
de Respuesta (MSR). Posteriormente, se analizaron diferentes alternativas industriales
para el proceso de extraccion de CF a partir de biorresiduos, mediante simulacion de
procesos. Se consideraron diferentes proporciones de solventes etanol-agua (E-A), una
etapa de secado de biorresiduos y reciclo de solventes. Ademas, se calculd el consumo

de agua, las emisiones de CO, y el rendimiento exergético.

2 MATERIALES Y METODOS

Las muestras de biorresiduos procedentes del procesado del pistacho, fueron
proporcionadas por Palos Blancos S.R.L., una empresa ubicada en San Juan, Argentina.
Estas muestras se secaron a temperatura ambiente y luego se molieron en un molinillo
de café durante 5 minutos. Se tomaron muestras de 2 g. Cada una se mezclé con 18 mL
de una solucion acuosa de etanol con relaciones volumétricas de E-A de 1/0; 1/10; 7/3;
1/1; 9/10 y 0/1, de acuerdo con Ozbek et al. (2018). Un primer grupo de alicuotas fue
sometido a sonicacion (EAU) con una frecuencia de 40 kHz, durante tiempos de 0,25;
0,35; 0,5; 0,75; 1,12; y 1,25 h a 25 °C. Inicialmente, se probaron los tiempos de extraccion
asistida con agitacion durante 15, 20 y 25 min a temperatura ambiente, segun Caldas et
al. (2018). Luego, un segundo grupo de las alicuotas fue agitado por tiempos de 2; 2 4; 4;
5,6 y 6 h con agitador magnético. En ambos casos, el sobrenadante se centrifugd durante

30 minutos.

21 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS (CF) TOTALES, DE
FLAVONOIDES TOTALES (FT) Y ACTIVIDAD DE CAPTURA DE RADICALES LIBRES

El contenido de CF de varios extractos se determind mediante el método descrito
por Heldrich. (1990) y Fabani et al. (2013). Los resultados se expresaron como miligramos
de equivalentes de éacido galico por 1 g de biorresiduo de pistacho sobre peso seco
(ps), (mg EAG/g ps). El contenido de FT de varios extractos, se determind siguiendo el
procedimiento descrito por Chang et al. (2002) y Fabani et al. (2013). Los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por 1 g de biorresiduo de

pistacho sobre peso seco (ps), (mg EQ/g ps). La actividad de captura de radicales libres
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de los extractos, se evalu6 mediante la técnica de DPPH reportada por Fabani et al.
(2013) y de ABTS reportada por Zalazar et al. (2020a). Los resultados se expresaron
como microgramos de extracto, que producen una decoloracién del 50 % de solucion de
radicales de DPPH (EC50 pg/mL) y de ABTS (EC50 pg/mL).

2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Los valores combinados de las variables estudiadas, que establecieron las
condiciones 6ptimas del proceso, se hallaron mediante el uso de MSR. Dos factores
(relacion E-A, x,) y (tiempo, x,); y tres niveles (1, 0, - 1) de 12 corridas experimentales que
incluyen 4 puntos axiales (dos puntos en el eje de cada variable a 0,8 de distancia del
centro de cada variable de disefo), 4 puntos centrales y 4 puntos factoriales. El punto
central de las variables y el rango establecido para las dos variables independientes, se
analizaron mediante ensayos preliminares de dos factores. Las variables dependientes
(respuestas) fueron CF (mg EAG/g ps), FT (mg EQ/g ps), DPPH (EC50 ug/mL) y ABTS
(EC50 pg/mL) respectivamente:y, y,, ¥,y y,. Las variables dependientes se analizaron con
una regresion lineal multiple y luego se ajustaron a una expresion polinomica de segundo
orden. La demostracion de la homocedasticidad se llevo a cabo con la prueba de Levene
y las diferencias significativas entre cuadruplicados de los experimentos se realizaron

con ANOVA. El software utilizado para la realizacion de los calculos fue MATLABr2015a.

2.3 ALTERNATIVAS DE PROCESO Y SIMULACIONES

Todos los modelos unitarios y termodinamicos, para construir los diferentes
escenarios del proceso, se desarrollaron e integraron en el gPROMS, el cual es un
entorno que permite construir modelos (Process System Enterprise, 2014), de acuerdo a
lo informado por Cotabarren et al. (2013). Los valores de la relacion E-A considerados en
el analisis fueron 1/1y 7/3. Ademas, se evalud la posible inclusion de una etapa de secado

y una corriente de reciclaje (Tabla 1y Figura 1).

Tabla 1. Diferentes alternativas de procesos analizadas (*).

Caso Etapa de Reciclado de Relacion Identificacion del proceso
secado vapor etanol/agua (E-A)
a - 11 E-A1/1 No-Rec sec
b - - 11 E-A1/1 No-Rec
c - - 7/3 E-A7/3 No-Rec
d i . 11 E-A1/1Rec
e - . 7/3 E-A7/3 Rec

(*) El simbolo - indica que la alternativa incluye la etapa (etapa de secado o flujo de reciclaje).
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Figura 1. Escenarios de proceso para la extraccion de CF a partir de biorresiduos de pistacho. Los casos a-e
corresponden a las alternativas de proceso estudiadas segun la descripcion dada en la Tabla 1.
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2.4 BALANCES DE MASA, ENERGIA Y EXERGIA

Los balances de masay energia, las propiedades fisicoquimicas y termodinamicas
y los modulos de equipos de procesos unitarios, se programaron ad-hoc, utilizando la
ecuacion de estado de Peng Robinson Stryjec-Vera - PRSV (Stryjek y Vera, 1986). Los
balances de masa y energia se encuentran en el modulo del software y fueron resueltos
a través de la simulacion. En el proceso estudiado, para realizar el balance de energia, se
contabiliza el contenido caldrico que contienen los componentes de las corrientes que
ingresan y salen de las diferentes etapas; y la energia calorifica removida o entregada.
Los balances de exergia para cada corriente y operacion del proceso se calcularon a
partir de acuerdo a Morris y Szargut. (1986) y Szargut. (2005). Estos balances, (Tabla
2) se resolvieron de acuerdo a lo descripto por Zalazar-Garcia et al. (2020b). Se eligid
una base de biorresiduos de 300 kg/h con humedad del 80%. Se eligid conservar la
misma relacion de solido/solucion utilizada en la experimentacion de optimizacion, es
decir, 1/10.

Para evaluar el impacto ambiental, se utilizaron dos indicadores basados en el
analisis exergético ademas del célculo de la emision de CO,. Los indices usados fueron
el indice de Sostenibilidad (IS) y el Potencial de Mejora (Pl) (Rodriguez et al., 2018a;
Rodriguez et al., 2018b).
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Tabla 2. Ecuaciones usadas en balances de masa, energia, exergia e indices utilizados para evaluar el
comportamiento ambiental.

Descripcion Expresion matematica
Balance de masa Fe-Fs=0
Balance de energia n n
Z Ne Cpe Te'Z Ng Cps Ts+Qetapa=0
e= S=
Balance de exergia ExEntrada - EXsalida T EXperdida
&= sXFisica * sXQuimica
indices
1
IS=
- Nex
100
_[. Eperdida
PM= [1- c ] Eperdida
Entrada

3 RESULTADOS Y DISCUSION

31 COEFICIENTES DE REGRESION Y ANALISIS DE LAS SUPERFICIES DE
RESPUESTA

Las variables codificadas permitieron una evaluacién directa de la variacion de los
efectos lineales, cuadraticos y de interaccion de las variables independientes. En los casos
estudiados, las expresiones matematicas obtenidas presentaron los coeficientes de los
términos lineales, que son importantes, ya que un aumento de la relacion volumétrica de
E-Ay del tiempo, mejora el rendimiento de la extraccion en los procesos de ultrasonidos
y agitacion. Cuanto mayor sea la concentracion de CF y FT obtenida, mas se acercara al
optimo. Las funciones Y., (X, X,) ¥ Y,qrs (X,, X,) que representan la actividad de captura
de radicales, son geométricas y matematicamente opuestas a las funciones y . (x,, x,)
Y ¥g; (X, X,), en relacion a su concavidad. Cuanto mas baja sea la concentracion de los
extractos que alcancen el 50 % de la decoloracion de la solucién radical, mas activos
seran los compuestos extraidos y, por tanto, se acercaran al valor éptimo, que representa
un minimo. Esto muestra que las respuestas alcanzan su punto, maximo para el CF y
el FT, o minimo para el DPPH y el ABTS, a una determinada proporcion volumétrica de
disolventes y a un determinado tiempo. También se encontrd que, disminuyen con el
aumento de tiempo y la proporciéon volumétrica de etanol. La figura 2 muestra un ejemplo

de la interaccion de las variables del proceso de extraccion.
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Figura 2. Graficos de superficie de respuesta en funcion de la relacion E-A y el tiempo.
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Las condiciones 6ptimas para la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) fueron
para el CF, 73 mg EAG/g utilizando etanol 45,5 % vol/vol y 0,75 h; para el FT, 3,40 mg
EQ/g utilizando etanol 45,5 % v/v y 0,75 h; para el valor EC50 de los radicales DPPH,
fue de 3,3 pg/mL utilizando etanol 45,5 % y 0,75 h, y para el valor EC50 de los radicales
ABTS fue de 3,6 ug/mL utilizando etanol 45,5 % y 0,75 h. Las condiciones éptimas para
la extraccion asistida con agitacion mecanica (EAM) de CF fue de 75 mg de EAG/g
utilizando etanol 45,5 % v/v y 4,5 h; para FT fue de 3,40 mg de EQ/g utilizando etanol
455 % v/vy 4,5 h; para el valor EC50 de captura de radicales DPPH fue de 3,6 pg/mL
utilizando etanol 45,5 % y 4,5 h y para el valor EC50 de captura de radicales ABTS fue de
1,2 utilizando etanol 45,5 % y 4,5 h.

3.2 CONSUMO DE ENERGIA

La figura 3 muestra la energia suministrada a cada alternativa de proceso. La

alternativa E-A 1/1 No-Rec requiere mas energia porque la cantidad de masa de agua
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por unidad de tiempo a evaporar es mayor. En términos energéticos, su calor latente
de vaporizaciéon es mas grande que el correspondiente al de la solucion E-A 7/3. Esto
es debido a la mayor contribucidén por la mayor proporcion de agua, cuya entalpia de
vaporizacion es de aproximadamente 2,7 veces mayor que la correspondiente a la del
etanol. En el caso de las alternativas con reciclo, al no eliminar el solvente al ambiente,
se puede aprovechar su calor a través de intercambiadores, y, por lo tanto, el consumo

energeético disminuye.

Figura 3. Consumo de energia de las alternativas de proceso evaluadas.
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3.3 CONSUMO DE AGUA

El consumo de agua se puede obtener a partir de los balances de masa y energia,
incluida la cantidad de agua utilizada en los equipos auxiliares de transferencia de calor
(sistema auxiliar de agua de calefaccion/refrigeracion). El mayor consumo de agua se
observo para la alternativa E-A 1/1 No-Rec. Como se menciono en la seccion anterior,
esta alternativa de proceso que no posee reciclo (no es posible aprovechar el contenido
energético de las corrientes) y tiene mayor cantidad de agua, requiere mayor energia
caldrica para concentrar el producto. Como era de esperar, necesitaron un mayor

requerimiento de agua de servicio auxiliar.

3.4 EFICIENCIA EXERGETICA

La figura 4 muestra los rendimientos exergéticos de las diferentes alternativas de
proceso consideradas. En términos de rendimiento exergético global, el mayor rendimiento

exergético se obtuvo para las relaciones E-A 1/1 Rec y E-A 1/1 No-Rec. Es importante
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senalar que el rendimiento exergético considero6 las exergias de entrada y salida como
si el proceso fuera una caja negra. Es necesario un andlisis particular detallado de cada
etapa u operacion de la unidad, para detectar la ubicacion de las etapas que producen
mas pérdida de exergia.

Figura 4. Eficiencia exergética de las alternativas de proceso evaluadas.
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3.5 EMISION DE CO,

Los resultados se obtuvieron considerando dos fuentes de emisiones de GEI: 1)
La generacion directa del proceso (incluye los servicios de refrigeracion y calefaccion)
y 2) La generacion indirecta resultante de los servicios auxiliares (calentamiento) del
proceso. Como se ha indicado anteriormente, las alternativas con flujo de reciclado
tienen, por tanto, mayores emisiones de CO, por el consumo de servicios auxiliares. Las
alternativas de proceso E-A 1/1 No-Rec y E-A 7/3 No-Rec emiten un flujo masico de CO,
a la atmoésfera mas elevado. Estos valores mas altos se deben a la generacion indirecta
de GEl liberados durante la quema de combustible, necesaria para la generacion de vapor
utilizada para suministrar energia al proceso. La alternativa que menos emisiones de CO,
causo, fue la E-A 1/1 Rec, de 105 kg/h.

3.6 INDICE DE SUSTENTABILIDAD Y EVALUACION DEL POTENCIAL DE MEJORA

La relacion E-A 1/1 Rec es la alternativa que presento los mejores valores de estos
dos indicadores ambientales. En este caso, la exergia se destruye menos en comparacion
con las otras alternativas, ya que no requiere utilizar cantidades considerables de

disolventes, no se vierten al medio ambiente, y el consumo de energia es mas bajo.
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Etapa de secado: influencia en las alternativas del proceso

En este trabajo también se evalud la inclusion de un pretratamiento de los
biorresiduos, mediante el secado en un tunel con alimentacion de aire caliente y seco
(utilizando gas metano como combustible para proporcionar energia térmica). Este analisis
se realizd mediante balances de exergia. Para el secado de los biorresiduos, se necesité
una entrada de 3000 MJ/h, debido a la considerable cantidad de agua evaporada. En
este caso, el 30% de la exergia entrante se desperdicia debido a los gases de combustiéon
como CO,, H,0 (g), CO y el exceso de aire que se liberan al medio ambiente. En las
secciones anteriores, las alternativas del proceso se analizaron sin tener en cuenta esta

operacion de secado previa.

4 CONCLUSIONES

En el presente trabajo las condiciones 6ptimas de operacion de la extraccion
por EAU y por EAM de los compuestos fenodlicos en residuos industriales de pistacho,
utilizando MSR, fueron determinadas a escala de laboratorio. Las condiciones optimas
de operacion resultantes de este analisis fueron considerados a los efectos de simular
una planta de extraccion CF a escala industrial, teniendo en cuenta distintas alternativas
de proceso.

Se formularony resolvieron los balances de masay los analisis de energia y exergia,
para evaluar el rendimiento de diferentes escenarios, para el proceso de extraccion de
compuestos fenodlicos a partir de biorresiduos. Se calcularon, el consumo de agua, las
emisiones de CO, y el rendimiento exergético. El analisis se realizd considerando una
etapa adicional (secado de biorresiduos) cuando fue necesario. El secado requiere
3000 MJ/h de energia, lo que representa el 70 % del consumo total de la alternativa de
mayor consumo energético. Ademas, al evaporar el agua de los residuos, se genera un
mayor consumo de mezcla de disolventes en las etapas posteriores. Por lo tanto, no es
aconsejable secar los biorresiduos si se pueden procesar inmediatamente.

Los residuos generados en los procesos agroindustriales también tienen una
alta exergia quimica, ya que estan compuestos por macromoléculas como la lignina, la
celulosa y la hemicelulosa. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas para el uso
posterior o la reutilizacion de estos flujos, con el fin de evitar el desperdicio de exergia. El
analisis de exergia mostro, que las etapas de evaporacion y destilacion de las diferentes
alternativas de proceso, pueden optimizarse hacia una operaciéon mas sustentable, ya
sea cambiando el tipo de operacion o modificando las propiedades/condiciones de

los servicios auxiliares. En cuanto a las emisiones de CO, y el consumo de agua, los
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procesos que incluyen el reciclaje utilizaron menos servicios auxiliares, generando un
menor consumo de agua y emisiones de CO,. Por lo tanto, la reutilizacion de los flujos de
servicios auxiliares puede ayudar a aumentar la sustentabilidad del proceso. Los indices
IS y PM presentaron valores concordantes con los resultados descriptos anteriormente,
indicando que la alternativa E-A 1/1 Rec es mas conveniente. Este proceso incluye una
corriente de reciclaje, lo que permite utilizar menos servicios auxiliares, una baja cantidad
de agua y menores emisiones de gases de efecto invernadero. La inclusion de la corriente

de reciclado redujo considerablemente las necesidades de disolvente.
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RESUMEN: EI sector sucroalcoholero
tucumano, produce etanol, azucar, bagazo,
residuo solido de la molienda para obtener
papel y electricidad y vinaza que es el
principal efluente liquido generado durante la
produccién de alcohol etilico. La descarga de
este tipo de efluentes no tratados produce la
contaminacion de los rios. El objetivo de este
trabajo es obtener menores cantidades de
vinaza al utilizar cepas de levaduras aisladas
de melazas que produzcan altos porcentajes
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de alcohol. Se tomaron muestras de melazas de distintos ingenios tucumanos para llevar
a cabo aislamientos de levaduras usando medios YPD e YPS con antibiéticos. Para la
propagacion de los microorganismos se utilizd medio YPS con 50 g/l de sacarosa
incubando en bafo termostatizado a 30°C con agitacion. Las fermentaciones se
realizaron por duplicado en frascos con 200 ml de medio YPS partiendo de 250 g/L de
sacarosa que fueron incubados en estufa a 30°C. Se determind ART y concentracion
de etanol. Se aislaron tres cepas de lavaduras de elevado poder fermentativo: A2, A10 y
A1, que produjeron 11,74; 12,81 y 13,20% de etanol respectivamente. Desde el punto de
vista ambiental al utilizar la cepa Saccharomyces cerevisiae A2, aislada en este trabajo,
se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza generados pasando de un promedio
de 18 L, ../ Lcoro @ 9 Linase/Laconor Al Producir la cepa Saccharomyces cerevisiae A2 a
gran escala y utilizarla en los ingenios traera beneficios para la produccion, consumo
energético y ventajas ambientales disminuyendo la contaminacion en rios. Al producir
la cepa Saccharomyces cerevisiae A2 a gran escala y utilizarla en los ingenios traera
beneficios para la produccion, consumo energético y ventajas ambientales.

PALABRAS CLAVE: Vinaza. Bioetanol. Fermentacion. Cepas hiperproductoras.

REDUCTION OF THE AMOUNT OF VINASSE BY INCREASING THE FINAL
CONCENTRATION OF ETHANOL BY FERMENTATION OF Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT: The Tucuman sugar and alcohol sector produces ethanol, sugar, bagasse,
solid waste from milling to obtain paper and electricity and vinasse, which is the main
liquid effluent generated during the production of ethyl alcohol. The discharge of this
type of untreated effluent produces pollution of the rivers. The objective of this work is to
obtain lower amounts of vinasse using yeast strains isolated from molasses that produce
high percentages of alcohol. Molasses samples were taken from different Tucuman
sugar mills to carry out yeast isolations using YPD and YPS media with antibiotics. For
the propagation of the microorganisms YPS medium with 50 g/l of sucrose was used
incubating in thermostatted bath at 30°C with agitation. The fermentations were carried
out in duplicate in flasks with 200 ml of YPS medium starting from 250 g/L of sucrose that
were incubated at 30°C. ART and ethanol concentration were determined. Three strains
of high fermentative power were isolated: A2, A10 and A11, which produced 11.74; 12.81
and 13.20% ethanol respectively. From the environmental point of view when using the
strain Saccharomyces cerevisiae A2, isolated in this work, it would be possible to reduce
the vinasse levels generated by 30%, going from an average of 13 Lvinasse/Lalcohol
to 9 Lvinasse/Lalcohol. Producing the Saccharomyces cerevisiae A2 strain on a large
scale and using it in the mills will bring benefits for production, energy consumption and
environmental benefits, reducing pollution in rivers.

KEYWORDS: Vinasse. Bioethanol. Fermentation. Hyperproducing strains.

1INTRODUCCION

Elimpulso del bioetanol enla Argentina, proveniente de la cafia de azlicar se plasmo
juridicamente con la sancion de la Ley 26.334, “Régimen de Promocion de la Produccion
de Bioetanol” en el afio 2008. La Ley 26.093, “Régimen de Regulacién y Promocioén para

la Produccion y Usos Sustentables de Biocombustibles”, entrd en vigencia en el afio 2010
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y establecid que se debera abastecer con el 5% como minimo de etanol a la totalidad de
las naftas, porcentaje que fue aumentando con los anos.

El objetivo de garantizar la sustentabilidad en la produccion de etanol es suficiente
estimulo en la busqueda de tecnologias alternativas que contribuyan a satisfacerla o bien
de perfeccionar las existentes.

Esto significara una oportunidad para el sector azucarero para ampliar las
superficies sembradas con cana de azucar y para los industriales la produccién de
etanol anhidro.

Tabla 1: Distribucion de los ingenios azucareros en Argentina (Seixas., 2007).

Provincias N° de Ingenios
Tucuman 15
Jujuy 3
Salta 2
Santa fe 2
Misiones 1

Para incrementar la produccion de etanol, sin incrementar la superficie de cafna
sembrada, las estrategias se basan en disminuir los porcentajes de produccion de azucar,
ya sea: a) produciendo mieles con mayores contenidos de azucar para ser destinadas a
fermentacion alcoholica; b) considerar el uso de las melazas, sin alterar de esta forma el
proceso productivo, adicionando jugo de cafa en los mostos para fermentacion.

Los biocombustibles son aquellos combustibles de origen bioldgico, obtenidos a
partir de biomasa utilizando restos organicos, estos proceden habitualmente del azucar,
trigo, maiz o semillas oleaginosas, por lo que son considerados una energia renovable, a
diferencia de los derivados del petréleo obtenidos de yacimientos petroliferos.

Elinterés en su uso se ha incrementado en la medida en que los gobiernos buscan
disminuir e inclusive eliminar la dependencia de los combustibles fosiles, para garantizar a
futuro, mayor seguridad energética, a la vez que se beneficia el ambiente.

Dichos biocombustibles se pueden presentar tanto en forma sélida (biomasa),
liquida (bioalcoholes, biodiesel) y gaseosa (biogas, biohidrogeno).

Una de las principales ventajas de los biocombustibles es que disminuyen la
emision de gases a la atmosfera con la consiguiente disminucion del efecto invernadero
(Balat y col., 2009).
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Los combustibles renovables reducen el volumen total de CO, que se emite
a la atmosfera, ya que los vegetales utilizados para su produccion, absorben CO, a
medida que crecen mediante la fotosintesis, por lo que se produce un proceso de ciclo
cerrado. Ademas, reducen la lluvia acida, mejoran la calidad del aire en zonas urbanas, no
contaminan el agua y producen menor cantidad de residuos.

Algunos gases atmosféricos retienen y evitan que parte del calor proveniente del
sol retorne al espacio, estos componen menos de una centésima parte de los gases de
la atmosfera, y son los llamados “gases de efecto invernadero”, entre ellos se incluyen
principalmente vapor de agua (H,0), dioxido de carbono (CO,), metano (CH,), dxidos
de nitrégeno (NO,) y ozono (O,), los cuales son necesarios para el mantenimiento de la
temperatura terrestre; pero un incremento del contenido de estos gases en la atmdsfera,
causa lo que llamamos efecto invernadero (Maas y col., 2008). Por este motivo la quema
de hidrocarburos es uno de los factores que explica el calentamiento global, por las
emisiones de dioxido de carbono (CO,) (Pirkov y col., 2008).

Los biocombustibles son a menudo mezclados con otros combustibles en pequefias
proporciones, facilitando una reduccion util pero limitada de los gases de efecto invernadero.
Pueden llegar a sustituir totalmente a las naftas o al gasoil (Kotaka y col., 2008).

Las reservas de los combustibles fosiles: petroleo, gas, etc.; estan presentando
senales de agotamiento. Se estima que a mediano plazo ya no sera posible cubrir la demanda
mundial y, en consecuencia, se espera un fuerte aumento en los precios (Pirkov y col., 2008).

Esta situacion, sumada a la contaminacién ambiental y al calentamiento global,
provocados principalmente por el uso desmedido de este tipo de combustibles, es un
reto de enormes proporciones, pero también una oportunidad para la implementacion de

energias renovables.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MEDIOS DE CULTIVO

Medio YPD agar (gL"): extracto de levadura, 10, peptona, 10, dextrosa, 20, agar, 15.

Medio YPS de propagacion (gL"): extracto de levadura, 10, peptona, 10,
sacarosa, 50.

Medio YPS de fermentacion (gL'): extracto de levadura, 10, peptona, 10,

sacarosa, 250.

Medio Melaza de fermentacion
La muestra de melaza, utilizada para preparar los medios de cultivo, se tomo

de Ingenios Tucumanos para ser utilizada en los distintos ensayos. Se determind la

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 7 m



concentracion de azucares reductores totales (ART) y se diluyo la melaza hasta 25% de
ART. Se esterilizd en autoclave a 1 atm de sobrepresion (121 °C) durante 15 min (Basso y
col., 2008).

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 1 atm de sobrepresion (121°C)
durante 15 min. (Nishida y col., 2004).

2.2 AISLAMIENTOS DE LEVADURAS A PARTIR DE MELAZA DE CANA DE AZUCAR
Y UVAS

Se tomaron muestras de melazas de Ingenios Tucumanos y uvas de diferentes
viiedos de la provincia de Salta.

Para llevar a cabo aislamientos de levaduras se utilizd medio YPD agar adicionado
de antibioticos (composicion en gL™ ampicilina, 20; tetraciclina, 10; cloranfenicol, 20;
eritromicina, 20).

Se realizaron diluciones sucesivas de cada una de las muestras de melaza (10,
102,103,104, 10°) y se inocularon 100 pL de las diluciones en medio de cultivo YPD agar
por diseminacion en superficie utilizando espatula de Drigalsky. Se incubaron a 30 °C
durante 24 horas. Por ultimo, se repicaron las colonias aisladas.

Las uvas fueron lavadas con agua destilada y se inoculé con 100 pL del agua de

lavado en mismo medio en las condiciones antes descriptas para los aislamientos de melaza.

2.3 SELECCION DE LEVADURAS CON MAYOR PRODUCCION DE ETANOL
2.31 Preparacion de indculos para ensayos de fermentacion

Se hizo crecer cada microorganismo en medio YPS de propagacion, con agitacion
constante a 200 rpmy 30 °C. Luego de 72 h, se tomo una muestra para medir la Densidad
Optica (D.O) a 640 nm.

Se inoculo el medio de fermentacion con 0,50 g de biomasa L.

2.3.2 Fermentacion

Las fermentaciones se realizaron por triplicado en frascos con 50 mL de medio
YPS con 250 gL' de sacarosa. Se utilizé un frasco para cada toma de muestra, el cual fue
representativo para cada tiempo de fermentacion. Los frascos se inocularon con 0,50 gL
de biomasa base seca. Fueron incubados en estufa a 30°C. Se tomaron muestras cada 8
h, estando cada muestra representada por un frasco.

El medio de cultivo de cada frasco fue centrifugado, en el sobrenadante se

determind azucares reductores totales (ART), azlcares reductores directos (ARD), y
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concentracion de etanol. El peso seco, para determinar la produccion de biomasa, fue

calculado a partir del precipitado.

2.4 CARACTERIZACION Y TAXONOMIA MOLECULAR

La extraccion de ADN se llevd a cabo siguiendo la metodologia descripta por
Yamaday col., 2002.

La corrida electroforética de las muestras de ADN se realizd en gel de agarosa
0,8%. Se sembraron 5 pl de cada muestra de ADN extraido, la tincion se realizd con
bromuro de etidio en buffer TAE 1X y se visualizd con el analizador de imagenes Gel
Doc. BIORAD. La concentracion de ADN de cada muestra fue determinada utilizando un
marcador de ADN cromosomal K562.

Los fragmentos de PCR fueron secuenciados por Macrogen (Corea), en un
secuenciador modelo ABI prisma 373A (PE Applied BioSystems).

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados por comparacion con
los genes del ARNr 26S de las bases de datos presentes en el NCBI (National Center
for Biotechnology Information) y alineados utilizando el software MEGA 4 (Tamura,
y col., 2007). Luego de excluir las regiones ambiguas de las secuencias, inserciones y
deleciones, se construyo un arbol evolutivo, usando el algoritmo de Neighbor- Joining
(Fitch y col., 1967).

2.5 DETERMINACIONES DE BIOMASA, ETANOL Y AZUCARES.

El crecimiento de las levaduras fue evaluado mediante peso seco. Para
determinar la concentracion de etanol, se destilaron 10 mL del medio fermentado y
luego se realizo la lectura en refractometro de inmersion CARLS ZEISS. Se optd por
el refractometro de inmersion para medir concentracion de etanol por su practicidad,
sencillez, rapidez y validez al analizar un gran nimero de muestras. Los azucares fueron
determinados usando el método volumétrico de Fehling-Causse-Bonnans (F.C.B)
(AOAC, 2000; Abate, 1985).

3 RESULTADOS Y DISCUSION
31 AISLAMIENTOS Y SELECCION DE LEVADURAS

Con el objetivo de seleccionar levaduras productoras de etanol, se realizaron
aislamientos a partir de muestras de melazas y de uvas, obtenidas de Ingenios de

la Provincia de Tucuman y de fincas de Salta respectivamente. Dichos aislamientos
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se realizaron en medio YPS agarizado adicionado de antibioticos. Se seleccionaron
colonias con aspecto levaduriforme, y se confirmd la identidad de las mismas mediante
observacion microscopica. Se obtuvieron 30 aislamientos de los cuales, 16 produjeron
una concentracion de alcohol menor a 5% luego de 120 h de incubacién. Cabe destacar
que la mayoria de los mismos correspondieron los obtenidos de uvas. Los 14 restantes
oscilaron entre el 5 y 13%. Los 7 aislamientos provenientes de las muestras de melazas
(A), se muestran en la tabla 2 con sus correspondientes porcentajes de etanol y ART. En
esta etapa de seleccion, se trabajo con fermentaciones largas de 140 horas soélo con el
objetivo de estudiar la potencialidad de la cepa con respecto a la produccion de etanol.

Tabla 2. Produccién de etanol y consumo de ART por levaduras aisladas de melazas de cafia de azucar, crecidas
en medio YPS con 250 gL de sacarosa.

ETANOL ART FINAL

AISLAMIENTOS o )

Al 11,20 3,01

A2 12,87 1,65

Ad 8,45 7,12

A5 5,71 10,32

A9 11,87 2,22

A10 13,20 2,55

A1 13,20 3,15

Las concentraciones de etanol mas elevadas fueron producidas por los
aislamientos A2 (12,87%), A10 (13,20%) y A11 (13,20%). Teniendo en cuenta los criterios
utilizados, se seleccionaron los aislamientos A2, A10 y A11 para llevar a cabo los
ensayos posteriores.

Los aislamientos seleccionados en este trabajo, fueron incubados en medio YPS
con 250 gL de azlcar, a 30 °C durante 144 h (Fig. 1ay b, Tablas 3y 4).

Fig. 1: a) Produccion de etanol por los aislamientos A2, A10 y A1, crecidos en medio YPS con 250 gL de sacarosa
a 30 °C. b) Variacion de los ART por los aislamientos A2, A10 y A11, en medio YPS con 250 gL de sacarosa a 30 °C
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EnlaFiguraia, se observa que las concentraciones de etanol maximas alcanzadas
para las cepas A2, A10 y At1, fueron 12,87; 13,64 y 13,46% respectivamente. Los perfiles
de concentracion de etanol alcanzada por los aislamientos A2, A10 y A1l fueron muy
similares a lo largo del tiempo y las cepas A10 y A1l presentaron mayor concentracion
final de etanol que la cepa A2.

En la Figura 1 b, se observa que el porcentaje de azucar residual final para los
aislamientos A2, A10 y A1l fue 1,65; 2,55 y 3,15% respectivamente. Estas tres cepas fueron
aisladas de melazas donde las mismas ya estaban sometidas a una elevada concentracion
de azucares. Diaz Montafo y colaboradores (2008), estudiaron la capacidad fermentativa
de cinco cepas de levaduras aisladas a partir de jugo de agave. Dichos autores, observaron
valores similares a las 24 horas con tres de ellas, identificadas como Saccharomyces
cerevisiae, que presentaron una produccion de etanol de 5,18 + 0,15%, demostrando una
mayor tolerancia al etanol que las dos cepas restantes, aisladas y clasificadas como
Kloeckera africana y K. apiculata, que mostraron escaso crecimiento y produjeron una

menor concentracion de etanol, 2,90 + 0,20%.

Tabla 3: Valores de ARD (%) durante la fermentacion por parte de los aislamientos A2, A10 y A11 en medio YPS 250

gL"a 30 °C.
Aislamientos
Tiempo(h) A2 A10 A11
12 1,62 % 6,80 % 3,62%
24 2,18 % 6,35 % 5,84 %
36 3,44 % 6,23 % 5,50 %
48 317 % 9,17 % 5,94 %
60 4,46 % 5,00 % 7,25%
72 4,31 % 6,17 % 5,16 %
144 1,50 % 1,22% 3,05%

Los resultados de la Tabla 3 ponen en evidencia que la hidrdlisis de sacarosa
tuvo lugar durante todo el ensayo; y ni glucosa ni fructosa no se habrian encontrado en
concentraciones limitantes. Por otro lado, la hidrélisis de la sacarosa no se vio inhibida
por la concentracion de etanol. Cabe destacar que a las 144 h, los valores de ARD fueron
similares a los de ART para las tres cepas ensayadas, debido a que la mayor parte de la
sacarosa se encontraba hidrolizada.

Tabla 4: Produccion de biomasa (gL-1) durante la fermentacion por los aislamientos A2, A10 y A11 en medio YPS
250 gL-1 de sacarosa a 30 °C.

Aislamiento

Tiempo(h] A2 A10 A1
12 2,77 gL 2,61 gL 2,38 gL
60 368gL" 3,15gL" 3,60gL"
72 3,80 gL 463 gL 3,67 gL
144 437 gL 471 gL 4,30gL"
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En la Tabla 4 podemos observar que la biomasa correspondiente a los tres
aislamientos fue similar a lo largo de la fermentacion; y que las cepas continuaron
desarrollandose aun cuando la concentracion de etanol habia superado el 10% (Fig. 10,
60 horas).

3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y DE CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

Las levaduras seleccionadas, al crecer en medio YPS agarizado, presentaron
colonias blancas y cremosas.

Cuando las cepas fueron desarrolladas en medio liquido se observo que la cepa
A2 presentaba un crecimiento homogéneo y disperso, mientras que el crecimiento de
las cepas A10 y A11 fue floculento. La biomasa se asociaba formando conglomerados o
fléculos de 1 mm de diametro, los que al final de la fermentacion se depositaban en la base
del frasco de cultivo.

Las tres cepas fueron observadas al microscopio 6ptico, observandose que los
3 aislamientos presentaban forma ovoide, caracteristica de levaduras. También se pudo
observar la presencia de levaduras en divisidén celular por gemacioén y la ausencia de

pseudomicelios (Fig. 2).

Fig. 2: Microscopia optica de las levaduras aisladas A2, A10 y A11. Aumento 1000 X.

A2 A10 All

3.3 IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS:
CARACTERIZACION Y TAXONOMIA MOLECULAR

Para la identificacion de los microorganismos se realizd la caracterizacion
taxonomica molecular de los aislamientos seleccionados, A2, A10 y A11; la cual se llevo a

cabo mediante secuenciacion del ADNr 268S.
Extraccion de ADN

En una primera etapa se realizo la extraccion de ADN utilizando perlas de vidrio y
shock térmico.
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Fig. 3: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de muestras de ADN correspondientes a las cepas en estudio.
Calles: 1y 8, Marcador de ADN cromosomal K562; 2 y 3, ADN aislado a partir de A2; 4y 5, ADN aislado a partir de
A10; 6 y 7, ADN aislado a partir de A11.

1 2 3 4 5 6 7 8

Ampilificacion del ADNr 26S

Se realizé la identificacion taxondmica de las cepas A2, A1l y Al1, a través de
amplificacion del gen ARNr 26S que codifica para la subunidad mayor del ribosoma.
Para tal fin, se emplearon cebadores universales (NL1- NL4) que amplifican la regién D1/
D2 del gen mencionado, los cuales permiten establecer relaciones filogenéticas entre
las especies de levaduras. A partir del ADN genémico se amplificd el gen en estudio de

aproximadamente 550 pb. (Fig. 4).

Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de amplificacion del gen del ARNr 26S. Calles: M.
Marcador de peso molecular 1kb; 1. Aislamiento A2; 2. Aislamiento A10; 3. Aislamiento A11y 4. Control negativo.

M 1 2 3 4 &5 6 7

10.00

1.500

250
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Fig. 5: Arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-Joining, a partir del analisis del ADNr 26S de los
aislamientos A2, 10 y 11. Los nimeros de acceso a las cepas tipo se encuentran entre paréntesis.

Saccharomyces sp. A2
S. cerevisiae CECT 11762 (AJ544259)
971 Saccharomyces sp. A10
Saccharomyces sp. A11
S. cerevisiae GDB 810 (EF554822)
S. cerevisiae CBS 1907 (AJ508581)
S. bayanus NRRL Y-17034 (AY130339)
S. bayanus CBS 425 (EU145747)
97| S. uvarum CBS 377 (EU145759)
S. uvarum DBVPG 4171 (EU020102)
Zygosaccharomyces bisporus ATCC 52405 (DQ167569)
Candida tropicalis KCTC 7830 (AF257268)

A
0.02

Los fragmentos amplificados fueron purificados, secuenciados y posteriormente
editados para la construccion de un arbol filogenético que permita establecer la
identificacion de las cepas en estudio (Fig. 5).

A partir de la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica) se obtuvieron las secuencias de nucleétidos de los genes del ARNr 26S
correspondiente alas cepas de referenciaempleadas paralaidentificacion de los aislamientos
A2, A10 y A11. En la Figura 5 se observa que los aislamientos A2 y A10, A11, presentan un
elevado porcentaje de similitud de aproximadamente del 99% con las cepas de levadura
Sacharomyces cerevisiae GDB 810 (EF554822) y CBS 1907 (AJ508581), respectivamente.

3.4 USO DEL AISLAMIENTO A2 PARA LA PRODUCCION DE ETANOL Y SUS
VENTAJAS AMBIENTALES ASOCIADAS

Bajo las condiciones consideradas, para un ingenio tipo (se usaron los balances
generados a partir de datos experimentales de un Ingenio en Tucuman, Argentina), se genero

un modelo al que se introdujeron las variables que interesan para este trabajo (Tabla 5).

Tabla 5: Efecto del uso de una levadura con mayor poder fermentativo sobre el consumo de cafa (%) y el consumo
de vapor en destileria (Kg. vapor/litro de alcohol).

‘ Tenor alcohélico ” 10% ” 11% H 12% ‘
‘ Consumo total de cana (%) ” 47,22 ” 46,50 H 45,77 ‘
Consumo de vapor en destileria
4,50 4,25 4,00
(Kg. vaporllitro de alcohol)
Volumen de vinaza promedio por
13 il 9

litro de alcohol (Lvinaza/Laicohol)
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En la Tabla 5 se observa que el consumo total de vapor disminuye en un 3,07%
al mejorar a 12% la concentracion final de alcohol en cuba, y esta disminucion se debe
principalmente a un ahorro del 11,1% en el consumo de vapor en la destileria. También se
puede apreciar que la produccion de vinaza se reduce un 30%.

Actualmente una destileria que produce 100 m® de alcohol 96° por dia, descarga
1300 m® de vinaza, es decir, se generan 13L vinaza cada litro de alcohol producido
(Secretaria de Estado de Gobierno y Justicia., 2009).

Todos los ingenios tucumanos comienzan sus procesos fermentativos utilizando
una levadura comercial de panificacion. En la Tabla 6 se compara la cepa comercial de
panificacion y la cepa aislada, estudiada y seleccionada en este trabajo (Saccharomyces

cerevisiae A2).

Tabla 6: Comparacion levadura Comercial de panificacion y Saccharomyces cerevisiae A2.

Produccién promedio
Tiempo de C [of total | C de vaporen de vinaza por litro de
Microorganismo Origen Fermentacion de Etanol de cafia destileria alcohol
Levadura comercial 4,5 Kg. vapor/litro de
de panificacion CALSA-ARGENTINA 10 horas 10% 47,22% alcohol 13 S R
Saccharomyces Levadura aislada de 4 Kg. vapor/litro de
cerevisiae A2 melaza 10 horas 12% 4577% alcohol 9 Lvmaza L,.m.

Al comparar ambas cepas se observo que Saccharomyces cerevisiae A2 produce
mayor porcentaje de etanol (12%) que la cepa comercial de panificacion (10%) en el mismo
tiempo de fermentacion (10h) y se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza

generados pasando de un promediode 3L, /L a9l /L lo que otorgaria un

alcohol

importante beneficio ambiental.

4 CONCLUSIONES

Selogro aislar 30 diferentes levaduras a partir de muestras de melaza, jugo de cafna
de distintos ingenios tucumanos, de suelo de canaverales y de uvas de la region de Salta,
utilizando estrategias y medios que favorecen el crecimiento de dichos microorganismos
en el ambito del laboratorio.

Del total de levaduras aisladas a partir de muestras de melazas, jugos y de uvas, 16
produjeron porcentajes de etanol menores al 5% mientras de las 14 restantes produjeron
concentraciones de etanol mayor al 5%.

Se seleccionaron los aislamientos A2, A10 y A1l como buenos productores de
etanol con valores de concentracion de etanol registrados, en medio YPS a 160 h, de
12,87, 13,64 y 13,46% respectivamente.
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Se observo que la cepa A2 presentd un crecimiento homogéneo en medio liquido,
esta caracteristica es compatible con la tecnologia utilizada actualmente en la industria.
Estos resultados sefalan a la cepa A2 como candidata a ser usada en la produccion
industrial de etanol sin necesitar realizar cambios tecnoldgicos. Se observo que las cepas
A10 y A11 presentaban un crecimiento de naturaleza floculento en medio liquido.

Se identificaron taxondmicamente los aislamientos A2, A10 y A12 y el analisis de
las secuencias obtenidas permitid asignar una identidad del 99% con Saccharomyces
cerevisiae.

El escalamiento de esta cepa de levadura con alta produccion de etanol, aislada
naturalmente del medio ambiente es un punto clave en el circuito sustentable orientado a
lograr mejoras a nivel tecnologico e industrial.

Desde el punto de vista ambiental al utilizar la cepa Saccharomyces cerevisiae A2
se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza generados pasando de un promedio
de13L, /L a9l

vinaza’ vinaza/ alcohol

Por lo tanto, incrementar el poder fermentativo en por lo menos dos puntos

Alconol lo que otorgaria un importante beneficio ambiental.
significa: aumentar la capacidad de produccion, un menor consumo energético para la
destilacion y disminuir los litros de vinaza producidos por litro de alcohol.

Lo que hace de la cepa Saccharomyces cerevisiae A2, una productora de bioetanol
con potenciales beneficios ambientales, energéticos y economicos, para proyectarla a
escala Industrial.
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RESUMEN: De forma reciente, las
microalgas han demostrado una amplia
potencialidad para ser usadas como fuente
de biomasa vegetal en la produccion de
biocombustibles en razén de su facilidad
de cultivo, su velocidad de crecimiento y su
marcado contenido de acidos grasos. Esto
ultimo, de forma particular, las convierte
en una opcion viable para la obtencion
de biodiesel. Sin embargo, la amplia
variedad existente de cepas de algas,
cada una de ellas dotada de sus propias
caracteristicas 'y composicion, hace
necesaria la investigacion de cada cepa,
para determinar si la misma, de forma
particular, puede resultar idénea para la
mencionada obtencion de biodiesel. En esa
medida, este trabajo tuvo como finalidad
hacer una revision bibliografica con el
objetivo de realizar la caracterizacion de la
Chrorella sp. y la Dunaliella tertiolecta para
el desarrollo del tema. Por la naturaleza del
proyecto se implementd una metodologia
del tipo explicativa-descriptiva en donde
se realizd un anadlisis comparativo de
multiples investigaciones previas en
cuanto a diferentes parametros tales
como: condiciones de cultivo y métodos de
extraccion y caracteristicas fisicoquimicas
del aceite obtenido; una vez analizado todo
el material es posible afirmar que tanto la
Dunaliella T. como la Chlorella sp resultan
idéneas para la producciéon de biodiesel
al presentar ambas tanto disponibilidad
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como facilidad de cultivo, ciclos breves de crecimiento de la biomasa, y un adecuado
nivel de lipidos de la misma. De igual forma, el aceite obtenido a partir de ambas cumple
con los estandares para la obtencién de biocombustibles. En cuanto a la idoneidad de
una cepa sobre otra, esta viene dada por los parametros particulares en los que se
enfoque la produccion. Asi, la Chlorella sp tiene una mayor facilidad de cultivo, al ser de
agua dulce y requerir pocos recursos para su crecimiento, lo que también disminuye los
costos, mientras que la Dunaliella T. a pesar de requerir mayores cuidados y recursos,
tiene un ciclo de crecimiento mas corto, aunado a un alto nivel de lipidos totales, lo que
incrementa la eficiencia y el volumen de la produccion.

PALABRAS CLAVE: Microalgas. Biocombustibles. Biomasa vegetal. Lipidos. Cepa.

EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF CHLORELLA SP AND DUNALIELLA
TERTIOLECTA AS APOTENTIAL SOURCE OF FATTY ACIDS FOR THE PRODUCTION
OF BIODIESEL

ABSTRACT: Recently, microalgae have shown great potential to be used as a source
of biomass in the production of biofuels, due to their ease of cultivation, their growth
speed and their high fatty acid content. The latter, in particular, makes them a viable option
for obtaining biodiesel. However, the wide existing variety of algae strains, each one of
them with its own characteristics and composition, makes necessary the investigation
of each strain, to determine if it, in particular, can be suitable for the mentioned obtaining
of biodiesel. To that extent, the purpose of this document is to make a bibliographic
review with the objective of characterizing Chrorella sp. And Dunaliella tertiolecta; for
the development of the topic, due to the nature of the project, an explanatory-descriptive
methodology was implemented where a comparative analysis of multiple previous
researches was carried out regarding different parameters such as: cultivation conditions
and extraction methods and physicochemical characteristics of the oil obtained; once
all the material was analyzed, it is possible to affirm that both Dunaliella T. and Chlorella
sp. are ideal for the production of biodiesel since both are available and easy to cultivate,
have short biomass growth cycles and an adequate level of lipids in the biomass. Likewise,
the oil obtained from both of them meets the standards for obtaining biofuels. As for the
suitability of one strain over another, this is given by the particular parameters on which
the production is focused. Thus, Chlorella sp. is easier to cultivate, as it is freshwater and
requires few resources for its growth, which also reduces costs, while Dunaliella T, despite
requiring greater care and resources, has a shorter growth cycle, together with a high
level of total lipids, which increases the efficiency and volume of production.
KEYWORDS: Microalgae. Biofuels. Plant biomass. Lipids. Strain.

1INTRODUCCION

El crecimiento constante de la demanda de recursos energéticos, aunado al
caracter limitado de algunas de las fuentes mas utilizadas para la produccién de energia,
como son los combustibles fosiles, lleva a una busqueda constante de fuentes alternativas,

que puedan satisfacer las necesidades energéticas tanto actuales como futuras. En este

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 8 m



contexto el biodiesel, combustible elaborado a partir de fuentes organicas renovables,
como la biomasa vegetal, se convierte en una de las principales alternativas para lograr
tal objetivo (Gandon & Torres, 2017).

Sin embargo, la eficiencia del biodiesel depende en gran medida de la calidad de
las fuentes particulares de biomasa que se utilicen para su fabricaciéon. Lo que ha llevado,
a su vez, a una busqueda constante de materias primas que puedan resultar idoneas para
dicho proceso, sin imponer una carga demasiado elevada en el ambiente, o en recursos
necesarios para la alimentacion (Hoekman, 2012; Ramos et a., 2016).

En esta medida las microalgas, cumulos de organismos unicelulares que son
capaces de realizar la fotosintesis, generando biomasa a partir de CO, y luz solar, se
muestran como una de las fuentes mas prometedoras para la obtencion de acidos grasos
que puedan ser posteriormente transformados en combustible (Castillo, 2017), toda vez
que poseen caracteristicas favorables, como facilidad de cultivo, acelerada velocidad de
reproduccion, menor necesidad de recursos que los cultivos tradicionales, y una elevada
proporcion de contenido graso en relacion con su volumen total.

A pesar de sus multiples caracteristicas positivas, el uso de las microalgas
también supone algunos retos, encaminados a garantizar la eficiencia de la produccion,
y relacionados con la extensa variedad de microalgas existentes. Sobre este particular,
se han identificado por lo menos cincuenta mil especies diferentes de algas, cada una
de ellas con su propia caracterizacion, y diferencias en aspectos primordiales, como
el indice total de grasas, y el porcentaje de grasa saturada dentro de las mismas
(Richmond, 2004).

Por consiguiente, si se desea garantizar la eficiencia de la produccién de biodiesel
a partir de microalgas, para promover su utilizacion como fuente de biomasa vegetal,
resulta necesario iniciar por la seleccion de las cepas mas adecuadas para este proceso
(Garcia et al, 2017), tanto por su rendimiento, como por la calidad de los aceites obtenidos
a partir de ellas.

Asi las cosas, el presente documento de investigacion tiene como fin la
caracterizacion particular de dos cepas de microalgas -Chlorella Sp y Dunaliella
Tertiolecta-, en razon inicial de su amplia disponibilidad y accesibilidad, recurriendo para
ello a una metodologia de revision, que compile los resultados de investigaciones previas,
centradas en dichas cepas. Se busca, con esto, tanto una caracterizacion particular de
los aceites obtenidos, como una comparacion entre los mismos, para determinar de esta

forma no solo la idoneidad de cada cepa, sino también las posibles ventajas entre ellas.
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2 DESARROLLO DEL TEMA
21 TRANSESTERIFICACION

Si bien el proceso de produccion de biocombustibles es bastante extenso, y
abarca multiples fases entre las que se incluyen la seleccion y tratamiento de la materia
prima, y la obtencion del aceite base, la transesterificacion es la etapa central de dicho
proceso (Rodriguez, 2017), y por consiguiente resulta conveniente detenerse en la misma,
para revisar sus caracteristicas.

De manera puntual, la transesterificacion consiste en la transformacién de los
acidos grasos, y de forma mas particular de los triglicéridos, contenidos en un aceite de
origen vegetal o animal, en esteres alcoholicos (Lopez et al, 2015). Estos ultimos pueden
ser usados de forma directa como biocombustible o, de forma mas recurrente, mezclados
con combustibles fosiles (Rocha et al, 2019).

Dicho proceso de transformacion implica, de forma tradicional, la mezcla del aceite
con un solvente -tradicionalmente etanol o metanol-, y con un catalizador, que aumente la
eficiencia de la reaccion, siendo el mas recurrente el uso de catalizadores alcalinos, como
el hidroxido de potasio o el hidroxido de socio, aunque existiendo un repertorio amplio de
posibilidades, entre los que se incluyen catalizadores acidos o incluso de tipo bacteriano
(Garcia et al, 2018).

Es de senalar, llegado este punto, que de la eficiencia de la transesterificacion, es
decir, del volumen total de aceite que logre transformarse en combustible, depende de
forma principal la eficiencia general del proceso de obtencion de biocombustibles, por lo
que la seleccion adecuada de factores como el catalizador y el solvente a utilizar, resulta

crucial (Lopez et al, 2015).

2.2 MICROALGAS

El término de microalgas se usa como un genérico para designar a un grupo de
microorganismos bastante amplio y de diversas caracteristicas, pero que se caracteriza
de forma principal por compartir la capacidad de realizar el proceso de fotosintesis, lo
que les permite transformar la energia solar en biomasa (Alvarez et al, 2021). Suelen
habitar de forma principal en los cuerpos de agua, tanto dulce como salada; pero algunas
variedades son capaces de subsistir en el suelo.

A diferencia de las plantas terrestres, las microalgas tienen ciclos reproductivos
muy cortos, que les permiten multiplicarse a gran velocidad en medios idoneos,

incrementando su biomasa en periodos breves, de pocos dias, por lo cual su utilizacion ha
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generado un reciente interés en aquellos campos que dependen de fuentes abundantes
de biomasa vegetal, como la produccion de alimentos, la fabricacion de fertilizantes, y los
biocombustibles (Hernandez & Labbé, 2014).

Sin embargo, y a pesar de sus multiples ventajas, el cultivo de microalgas también
presenta dificultades. De forma la gran variedad de cepas impide que exista un criterio
unificado para su cultivo, toda vez que cada una de las variedades disponibles puede
requerir un entorno idéneo diferente, que posibilite su adecuado crecimiento (Yuvraj, 2016).

En el campo particular de los biocombustibles, en anos recientes las microalgas se
han convertido en una fuente de cada vez mayor interés, por la velocidad con la que pueden
generar biomasa vegetal con un alto porcentaje de contenido graso, lo que le hace materia
prima para la obtencion de aceite, que a su vez puede ser utilizado para la obtencion de

biodiesel mediante el mencionado proceso de transesterificacion (Castillo et al, 2017).

2.3 BIORREACTORES

El mecanismo mas recurrente para el cultivo de las algas es el establecimiento
de un biorreactor, es decir, de un sistema que permite controlar en mayor o menor
medida los factores que inciden de forma primaria en el crecimiento de las algas, como la
incidencia luminica, la salinidad del agua y la disponibilidad de nitrégeno, en la busqueda
de su optimizacion, para lograr de esta forma un aumento mas acelerado de la biomasa,
y un mayor nivel de acidos grasos en la misma (Ra et al, 2015).

Existen dos tipos primarios de biorreactores, lo de sistema abierto y los de
sistema cerrado. Los primeros son aquellos donde las algas son cultivadas en estanques
expuestos a las condiciones ambientales del entorno. Su uso se encuentra muy extendido
por su facilidad de fabricacion y bajo costo; pero no permite un control estricto de las
condiciones de cultivo, toda vez que factores externos, como la lluvia o las impurezas
del aire, pueden alterar de manera significativa las condiciones del sustrato de cultivo, o
incluso contaminarlo. Por lo cual solo se recomienda su uso con aquellas cepas de algas
que son altamente resistentes a las variaciones del entorno (Mancilla, 2017).

En contraparte, un biorreactor de ciclo cerrado, a veces también denominado
como un fotobiorreactor, es aquel que se encuentra aislado del entorno, y en el que
por consiguiente no tienen influencia significativa las condiciones ambientales. En ellos
resulta posible controlar de forma estricta los factores que inciden en el crecimiento
algal, incluyendo la exposicion a la luz. Son mas costosos de elaborar, y requieren
una participacion mas activa y constante en el mantenimiento de la idoneidad de las
condiciones de crecimiento, pero es posible lograr con ellos un mayor nivel de rendimiento
(Camacho, 2018).
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Dentro de los principales factores que deben tenerse en cuenta al interior de un
biorreactor, sea de sistema abierto o cerrado, se encuentran los nutrientes contenidos en
el medio de cultivo, tales como nitrogeno, fésforo y otros micronutrientes, en conjunto con
los parametros de cultivo, entre los que pueden citarse la temperatura, el PH del agua, y

la previamente mencionada indecencia luminica (Serrano, 2012).

2.4 SELECCION DE CEPAS DE MICROALGAS

Tal como se menciond previamente, existen una amplia variedad de especies de
microalgas, muchas de las cuales han demostrado viabilidad para ser utilizadas como
fuentes de biodiesel, en razon de indicadores particulares como el alto contenido de acidos
grasos, su resistencia a las condiciones ambientales o su velocidad de reproduccion. De
igual manera factores de tipo logistico, como el costo de mantenimiento o lo disponibilidad
de la cepa, influyen de manera significativa en la seleccion de las cepas (Mata et al, 2010).

De lo anterior, y dado que el uso de microalgas como fuente de acidos grasos
para la obtencion de biodiesel tiene ya mas de una década de estar siendo investigado,
en la actualidad ya se han delimitado un grupo particular de especies que, por sus
caracteristicas, se han convertido en las fuentes mas recurrentes de biomasa para el
mencionado fin, entre las que pueden senalarse, de manera general, cepas como la
Neochloris oleoabundans, la Scenedesmus armatus, la Dunaliella tertiolecta y la familia de
las Chlorellas (Fernandez, 2012; Braida, 2016).

En el presente documento se hara énfasis de manera particular en las mencionadas
Dunaliella Tertiolecta y Chlorella Sp, que se escogen siguiendo los criterios primarios
de alto contenido de acidos grasos (Pinglo y Valencia, 2016), y amplia disponibilidad de
mercado, que facilita su utilizacion (Gonzalez et al, 2019).

Asi las cosas, la Dunaliella tertiolecta es un alga verde, de caracter unicelular, que
crece de forma principal en entornos marinos, y por consiguiente se encuentra adaptada
a condiciones de muy alta salinidad. Se caracteriza por su muy elevado de nivel acidos
grasos, que ronda el 50% de su biomasa total, en un porcentaje bastante estable, y por su
resistencia a las condiciones ambientales, por lo cual puede ser utilizada en biorrectores
tanto de tipo cerrado como abierto (Pinglo y Valencia, 2016).

Por su parte la Chlorella SP, es una familia de algas verdes unicelulares, que
se encuentran adaptada a entornos de muy poca salinidad -agua dulce-. Existen un
amplio numero de subespecies, siendo la mas recurrente la Chlorella Vulgaris, que en su
generalidad son consideradas aptas como fuentes de biomasa, sin embargo, su porcentaje

de aceite varia de forma considerable entra las diversas cepas de la familia. De igual forma,
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su eficiencia fotosintética, superior a la de la generalidad de la vegetacion terrestre, ha
hecho que sea considerada como una fuente viable de alimento y de biocombustible.
Asi, haciendo una comparativa de las caracteristicas basicas de las dos cepas

tenemos que:

Tabla 1. Caracteristicas generales.

Caracteristica Dunaliella Chilorella

Tipo de alga Verde, Monocelular. Verde, Monocelular.

Entorno Agua salada Agua dulce

Porcentaje de lipidos Cercano al 50% Varia entre el 25% y el 50%.

Velocidad de crecimiento Elevada Elevada

Cultivo Requiere pocos cuidados, es Requiere pocos cuidados, es
resistente al entorno. resistente al entorno.

Ventajas particulares Porcentaje estable y elevado de | Elevada eficiencia fotosintética.
lipidos.

Disponibilidad Extensa, bastante usual en los Muy extensa, es uno de los tipos
entornos marinos. mas comunes de algas verdes.

Fuente: elaboracion propia a partir de Fernandez (2012), Braida (2016), Pinglo y Valencia (2016), y Sanchez (2016).

Como puede verse del comparativo, las dos cepas seleccionadas tienen perfiles
generales muy similares, en los que la principal diferencia viene dada por el nivel de
salinidad del entorno de cultivo. A priori, ademas, puede senalarse que la principal
ventaja de la Dunaliella es su elevado nivel de lipidos, que se mantiene constante,
mientras que a nivel econdmico la disponibilidad y los bajos costos de cultivo se ponen
a favor de la Chlorella.

Sin embargo, para un contraste mas detallado de sus caracteristicas, resulta
necesario comparar las condiciones idoneas de cultivo de ambas sepas, que vienen a
determinar en gran medida la complejidad y los costos de su utilizacion como biomasa
para la obtencion de acidos grasos (Castillo, 2016). De igual forma, es necesario comparar
su ritmo de crecimiento, que también resulta de gran relevancia, ya que determina la
longitud del ciclo de produccion.

Respecto de este particular, y en el caso particular de la Chlorella SP, Nguyen
(2019) procedieron a su multiplicacion en agua dulce, obtenida de una fuente natural no
clorada, usando para ello un sistema cerrado -tanque-, siendo las uUnicas regulaciones
especiales el mantenimiento de una temperatura estable de 25° C, y el control de la
intensidad luminica de 2000 lux, en periodos alternos de 14 horas de luz y 10 de oscuridad.
No se anadieron fertilizantes al agua, al ser un experimento de un unico ciclo, y se logro

el maximo crecimiento en el dia 16.
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En un experimento similar, Mathimani et al (2016) establecieron una temperatura
idénea de 27 grados, y un pH del agua de cultivo de 9, manteniendo ciclos similares
de luz y oscuridad, pero sometiendo intencionalmente a las algas a un bajo nivel de
nitrogeno. Como consecuencia, el ciclo de cultivo se alargo a 20 dias, pero el nivel total
de lipidos de la biomasa obtenida fue ostensiblemente mas alto -4%-, en relacion con el
cultivo tradicional.

Por su parte, y en lo referente a la Dunaliella, Pinglo y Valencia (2016), quienes
trabajaron de forma extensa con dicha cepa para potenciar su crecimiento, y su potencial
graso, crearon un proceso de dos etapas, en un biorreactor cerrado, usando como
base para el cultivo agua de mar a 18°C, 0.5 g de NaNO, por litro, 1.0 ml de solucion de
KH2PO4por litro, 0.010 g vitamina B12, 0.005 g Biotina. El agua de mar tiene una molaridad
aproximada de 0.5 M de NaCl, es decir 29 g NaCl/litro. El pH éptimo se encuentra en el
rango entre 8.2 y 8.7. Estas condiciones se mantienen durante tres dias, en los cuales se
mantiene la iluminacion de forma permanente, sin pausas de oscuridad. Esta primera fase
tiene como objetivo acelerar el crecimiento del alga.

Posteriormente, después del dia 3 se aumenta la temperatura del agua a 25°C y
se disminuye la concentracion de NaNO, a 0.05g por litro y se corta la adicion de KH,PO,.
También se debe aumentar la molaridad de NaCl a 58 gr/litro. En cuanto a la iluminacion,
se pasa a ciclos alternos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Esta segunda etapa
tiene como fin aumentar el porcentaje de lipidos en la biomasa.

Segun los autores senalados, este proceso especial, aunque requiere de un mayor
control y cuidado que la simple reproduccion de la Dunaliella en condiciones similares a
las naturales, acelera la velocidad de crecimiento, llevandola un ciclo total de solo 6 dias,
al tiempo en que garantiza un nivel maximizado de lipidos, manteniéndolo en los valores
superiores esperados para la cepa (Pinglo y Valencia, 2016).

Puede verse entonces que, ateniéndose a lo expuesto previamente, y en lo
referente al ciclo cultivo, la Dunaliella tiene la ventaja, ya que requiere menos de la mitad del
tiempo de reproduccion de la Chlorella. Sin embargo, si la velocidad no es un imperativo,
esta ultima le aventaja en facilidad de cultivo, y menores requerimientos para su cuidado.
El no tener que salar el agua, ademas, disminuye igualmente los costos.

Una vez completado el ciclo de cultivo, resulta indispensable la cosecha de la
biomasa, para separarla del liquido usado como medio de sustento. Existen una amplia

variedad de mecanismos para tal recoleccion, entre los que se encuentran:
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Tabla 2. Métodos de extraccion de biomasa.

Método Ventajas Desventajas
Centrifugacion Rapidez. Alto costo.
Sencillez. Dano celular.
Eficiencia. Elevado consumo energético.
Floculacion Sencillez. Toxicidad.
Bajo dano celular.
Bajo costo.

Filtracién por
membrana

Reutilizacion de agua.
Bajo gasto energético.
Sin dano celular.

Baja velocidad. Ensuciamiento
y obstruccion de filtros.

Eficiente.
Bajo costo.
Bajo gasto energético.

Sedimentacion Muy baja velocidad.

Alta demanda de tiempo.

Eficiente.
Alta velocidad.

Alto costo energético.
Requiere infraestructura
particular.

Campos magnéticos.

Fuente: elaboracion propia a partir de Ahmad (2014) y de Mathimani & Mallick (2019).

El siguiente paso, posterior al cultivo y recoleccion, es la extraccion del aceite, de
la cual existen multiples metodologias aplicables, siendo la mas usual la centrifugacion y
el prensado de las algas para extraer los acidos grasos contenidos en la biomasa, pero
existiendo muchas otras tecnologias experimentales, como la extraccion mediante el uso
de campos magnéticos o de ultrasonidos, que tienen un mayor nivel de eficiencia, aunque
también implican un mayor costo y un incremento de la complejidad, aunque el mencionado
incremento del rendimiento puede justificar su utilizacion (Mathimani y Mallick, 2018).

En lo referente al particular del presente documento de investigacion, la
generalidad de las investigaciones revisadas recurren al método tradicional de secado
por centrifugacion, prensado para la extraccion del aceite, y filtracion del mismo, para
retiro de los posibles residuos, con la excepcion de un caso de separacion mediante
impulsos eléctricos (Pinglo y Valencia, 2016), por lo cual no se hara especial énfasis en
los medios de extraccion, si bien el tema resulta de marcado interés para el campo del
biodiesel, y por si mismo configura un tema relevante de investigacion.

Finalmente, para completar la exposicion de resultados, resulta indispensable la
revision de las caracteristicas del aceite obtenido a partir de las dos especies de algas
seleccionadas, con el fin de determinar tanto su viabilidad individual, como la posible
ventaja de la eleccidon de una cepa sobre otra. En este punto, resulta de gran utilidad
recurrir a la investigacion realizada por Tejada et al. (2015) quien hizo un detallado
trabajo de comparacion entre diversas cepas de algas, incluyendo las variedades
mencionadas:
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Tabla 3. Caracterizacion de los aceites de microalgas.

Parametro Dunaliella Chlorella
Densidad 0.898 0.893
(g/cmd)
indice de acidez 0.513 0.4654
Humedad 0.043 0.055
Punto de humo 50 °C: Olor mantecoso, sin humo. | 50°C: Olor mantecoso, sin humo.
100 °C: Olor mantecoso (menor), 100°C: Olor mantecoso (menor),
sin humo sin humo
150 °C: Leve presencia de humo 150°C: Leve presencia de humo
(color claro) (color claro)
200 °C: Leve presencia de humo 200°C: Leve presencia de humo
color color amarillento.
amarillento
indice de refraccion 1.492 1475
indice de peroéxido 3.963 3744
indice de yodo 164.35 126.79

Fuente: Tejada et al. (2015)

Como puede evidenciarse a partir del comparativo, salvo por el indice de yodo, no
existen grandes diferencias entre los diversos parametros revisados, lo que sefala que
ambos aceites tienen un perfil bastante similar, que en ambos casos resulta idoneo para

la produccion de biodiesel (Tejada et al, 2015; Pinglo y Valencia, 2016; Nguyen, 2019).

3 CONCLUSIONES

Revisado todo el material, es posible concluir que tanto la Dunaliella T. como la
Chlorella Sp resultan idéneas para la produccion de biodiesel al presentar ambas tanto
disponibilidad como facilidad de cultivo, ciclos breves de crecimiento de la biomasa, y un
adecuado nivel de lipidos de la misma. De igual forma, el aceite obtenido a partir de ambas
cumple con los estandares para la obtencién de biocombustibles.

Encuanto alaidoneidad de una cepa sobre otra, estaviene dada por los parametros
particulares de los que se enfoque la produccion. Asi, la Chlorella tiene una mayor facilidad
de cultivo, al ser de agua dulce y requerir pocos recursos para su crecimiento, lo que
también disminuye los costos, mientras que la Dunaliella, a pesar de requerir mayores
cuidados y recursos, tiene un ciclo de crecimiento mas corto, aunado a un alto nivel de

lipidos totales, lo que incrementa la eficiencia y el volumen de la produccion.
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ABSTRACT: A new type of bioreactor,
which has been patented (Dolcet-Sanjuan
and Mendoza, 2018; Patent Pending
ES201831164), is described herein and
the results on the propagation of fruit tree
rootstocks are detailed. The “GreenTray” (GT)
bioreactor based on the temporary immersion
system (TIS) principle, is a mid-sized unit
reactor, from 1 to 4L capacity, with the
distinction in the fact that, firstly, transforms
glass, transparent and commercial flasks into
a bioreactor; secondly, the flask containing
the shoots is placed in horizontal position, and

' Corresponding author: ramon.dolcet@irta.cat
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more importantly, its concept allows for the
extraction and cut of all the shoots at once,
making more efficient the explants culture
and shoot extraction out of the bioreactor. As
described here, the GT bioreactor consists
of two flasks, one for the shoot explants
and the other for the liquid culture media,
joined through a perforated adaptor piece
that permits the flow of the liquid media from
one vessel to the other, driven by pressured
air and gravity. The structural simplicity
and the modular and independent nature
of the bioreactor, helps its operation and
reduces the amount of hand labor required
for shoot transfers, thereby reducing the
cost of the whole micropropagation process,
when compared with other commercial TIS
bioreactors or with the cultures in vessels
with semisolid media. The system has been
applied to propagate RootPack-20® (RP-20),
a commercial Prunus spp. rootstock, and
“Py170”, an experimental Pyrus spp. hybrid
rootstock. Compared with the conventional
culture in semisolid medium, GT bioreactor
improves by a 10% the multiplication rates
of both rootstocks, and more significantly it
improves shoot length by a 33% and 26%,
and shoot fresh weight by a 21.9% and 30%,
for RP-20 and “Py170” respectively. Shoot
cultures produced with the GT bioreactor
had better leaf development and less
hyperhydricity, therefore improved shoot
quality, than with the conventional cultures
in semisolid media. Culture time required for
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plantlet development was reduced, hence costs to produce high quality commercial
plants was O0.11€/plant with the GT bioreactor, significantly less than with the semisolid
agar containing media.

KEYWORDS: “GreenTray”. GT bioreactor. IRTA-reactor. Temporary immersion system.
TIS. Liquid culture. In vitro plant micropropagation.

1INTRODUCTION

Micropropagation has great commercial impact and potential due to the
speed of propagation, the high quality of plants that are obtained and the possibility of
producing plants free of pathogens (Steward et al., 1970; Ammirato, 1985). Traditional
micropropagation methods on semisolid media are limited by the high labor cost. In vitro
culture systems based on liquid culture medium are considered to be more effective than
culture systems in semisolid medium due to better accessibility of medium components
by the plant tissue (Martinez, 2019), ease handling, and possibility of better scaling up and
automation. However, as direct liquid immersion of some plant material causes vitrification
or hyperhydricity, and sometimes inhibits growth and development of the plant material,
TIS bioreactors have emerged as a workable alternative, capturing the benefits of liquid
medium and semisolid support. In comparison with both solid and liquid culture systems,
TIS bioreactors have been shown to offer technological and quantitative benefits such as
higher multiplication rates and reduction of production cost (Etienne, H. and Berthouly,
2002). or explant quality improvements (Tisserat and Vandercook, 1985; Aitken-Christie
and Davies, 1988; Etienne and Berthouly, 2002).

The development of propagation systems to produce affordable certified, true-to-
type and disease-free fruit tree rootstocks or self-rooted varieties, is a worldwide objective
in particular in the Mediterranean areas, such as in Catalonia, leader in the production
of stone and pit fruits (MAPAMA, 2016). In order to meet these market demands, it is
proposed to develop a technology that maximizes productivity by optimizing the use of
resources, guaranteeing the quality of production and innovating in the design.

Unlike traditional micropropagation, bioreactors use liquid media based on the
principles of temporary immersion (TIS). This principle is simply immersing the plant
material into liquid growth media for short periods of time, sufficient for the plant to
uptake nutrients. TIS technology profits from the advantages of liquid cultures, while
growing the plants under high gas- exchange environments. Bioreactors have been
considered as a promising alternative to the semi-solid culture system. However, there

are no profitable bioreactors available for commercial production of fruit tree rootstocks.
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There are various TIS bioreactor conformations, which have been described by Georgiev
and Schumann (2014). From those, Rita® and Setis® are the most widely used in
commercial and research propagation, although they need improvements to facilitate
plant manipulation and reduce hyperhidricity in some plant materials. The GT bioreactor
described herein, in comparison with the commercial ones, is cheaper, easy to assembile,
occupying materials that can be found anywhere in the World. Its adaptability, practicality
and low cost make it a good option to make escalations for mass production of plants
and to carry out research works.

Herein it's described and evaluated the performance of the GT bioreactor,
developed and patented by IRTA, previously called “IRTA-reactor” (Mendoza and Dolcet-
Sanjuan, 2017) in comparison with the conventional in vitro culture in vessels. with
semisolid medium, through the micropropagation process of the commercial Prunus spp.
rootstock “RootPack-20®” (RP20), and a new Pyrus spp. hybrid pear rootstock “Py170”,

which is a clonal selection of an IRTA breeding program (Claveria and Asin, 2012).

2 MATERIALS AND METHODS
21PARTS, ASSEMBLY, AND LIQUID FLOW IN THE GTBIOREACTOR

Two commercial glass flasks are adapted to be used as two different parts of
the bioreactor. A first one, placed in its upright position, containing the liquid medium.
The other, in horizontal position, having the explants inside through the whole growth
process. The reactor is assembled using the following parts (Figure 1): one 2 liter and
one 850 mL glass flask and their corresponding metallic lids; four hose plastic fitting;
two 0.2 um PTFE Midisart® 2000 air filters; one 6 mm external diameter glass elbow;
6 mm external diameter silicone hose to connect all parts; one 6 mm external diameter
glass tubing; a stainless steel 2-mm-opening mesh and a stainless steel 15-mm-opening
grid. These parts are assembled as indicated in Figure 2 to get one bioreactor unit. The
bioreactor, without the medium, was autoclaved at 120°C during 30 minutes, and sterile
liquid culture media poured in the vertical 850 mL glass flask after opening it under a

flow hood.
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Figure 1. Parts of the bioreactor: (1) metallic cap with 2 hose plastic fittings for the 2-liter-capacity glass flask (2); (3)
Metallic cap with 2 hose plastic fittings for the 850-mL-capacity glass flask (4); (5) 0.2 um PTFE Midisart® 2000
filter; (6) Glass elbow; (7) Silicone hose; (8) glass tubing; (9) stainless steel 2-mm-opening mesh; and (10) 15-mm-
opening stainless steel grid.

- 2 -
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The liquid medium passes from the fist flask to the second flask using air under
pressure. The incoming air is supplied by a 4 bar line and passes through a 0.2 pm
Millex-FG50PTFE Midisart® 2000 filter (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), to avoid
contamination (Figure 3). The explants were placed in a stainless steel grid which is
inserted into the horizontal flask. The immersion frequencies were controlled by a timer
that kept the explants in contact with the culture medium for 1 minute, every 3 hours.
Figure 3. Liquid media (%) and air (<) flow in the bioreactor. (Phase 1) media rests in the vertically oriented
850-mL-capacity glass flask, until pressured air pushes the media to the horizontally oriented 2-Liter-capacity glass
flask (Phase 2), while air gets out of the latter. Pressured air stops flowing (Phase 3) when stainless steel mesh and

grid, holding the explants, are completely immersed in the liquid medium. Media returns by gravity to the original
flask moving the air out, while atmospheric air flows into the horizontally oriented flask.

o e

Phase 3

2.2 PLANT MATERIALS

Rootstocks of commercial interest in fruit production were used in this study. A
Prunus rootstock marketed by the industry, named Rootpac®20 (RP-20) (Agromillora
Group), and a Pyrus rootstock, named “Py170”, under agronomic evaluation by IRTA,. RP-
20is a natural hybrid between the “Myrobalan” plum (Prunus cerasifera Ehr.) and an almond

(Prunus dulcis) (Pinochet et al., 2011), can be used as a rootstock for Japanese plums,
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peaches, nectarines, almond and some apricot cultivars (Pinochet, 2010). The Py170 is
a hybrid between “OH11” (Simard and Michelesi, 2002) and Pyrus amygdaliformis, which
is in the last phase of selection in an IRTA breeding program, oriented to have tolerance
to iron chlorosis and reduced vigor. Shoot tip cultures of both clones were established in

vitro as follows.

2.3 ESTABLISHMENT OF SHOOT IN VITRO CULTURES

New actively growing shoots, collected from greenhouse potted RP-20 plants
or from field grown Py170 trees, were used as source of explants. Explants were 1 to
2-cm-long nodal segments with one to three axillary buds each. Explants were washed
for 1 h in stirring distilled water, and surface-sterilized in 70% ethanol for 1 minute,
followed by 0.5 % (w/v) NaOCI with 0.1 % (v/v) Tween-20 for 10 minutes. Each explant
was rinsed individually three times with sterile distilled water, trimmed, and cultured in a
tube containing 15 mL of MS with 5 pM BA. Shoots that appeared uncontamined were
screened further for bacterial contamination. Explants that showed bacterial growth on

this medium were discarded (lglesias et al., 2004).

2.4 CULTURE MEDIA

Micropropagation in flasks with semisolid agar-containing media were used as
the standard culture conditions described earlier (Iglesias et al., 2004). MS (Murashige
and Skoog, 1962) supplemented with 3% sucrose and 5mM 6-Benzylaminopurine (BAP),
pH to 5.7,agar (7 g/L), autoclaved at 121 ° C for 20 minutes, The same MS+5BAP media,
but without agar, was used in the GT bioreactor culture system. . In both culture systems,
explants were kept during 3 weeks in MS+5BAP medium, and then moved to MS, without

BAP medium, to promote shoot elongation for an additional 3-week-long period.

2.5 GREEN TRAY VERSUS CONVENTIONAL IN VITRO CULTURE CONDITIONS

Nodal segments, 1to 2-cm-long, derived from shoot tip cultures in the multiplication
phase, were used as explants to initiated new cultures in the GT bioreactor or in glass
flasks. 70 explants per bioreactor and 10 explants per flask, with three replicates per
clone, were used. All cultures were kept at 26+1°C under a photoperiod of 16h of cool-
white fluorescent light (70 umol-m=-s7), and 8h darkness.

The TIS bioreactor was set at an immersion frequency of 1 minute every 6 hours.

After 3 weeks of culture, the culture medium in the bioreactors was replaced with fresh
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medium of the same composition but without BAP. In the case of flasks, 50ml of the same

medium was dispensed to each flask.

2.6 SHOOT MULTIPLICATION EVALUATION

In the case of flasks, with semisolid media, shoot clumps were moved out with
the help of forceps, and in the case of the GT bioreactor, were all moved at once by
pooling out the tray holding the whole plant material. Individual shoots were separated
from the clumps with the help of scapel and forceps. The number of new shoots from
each initial explant, their length, fresh weight, and multiplication rate was determined for
each container. Additionally, the incidence of vitrification or hyperhydricity was scored

for each shoot clump.

2.7 ACCLIMATION TO SOIL IN THE GREENHOUSE

Ninety shoots per clone, 4 tol0-cm-long, were removed from the GT
bioreactors, rinsed with tap water and planted in trays with 28 wells, of 90-mL-capacity
each, containing a mixture peat moss and vermiculite (2:1, v:v). The peat moss Pro
Start (Castillo Arnedo S.L.) contained perlite (10%). Plantlets were acclimated to low
atmospheric humidity was done gradually from 100 to 60%, in a 3-week-long period,
in which soil temperature was kept above 20°C, and air temperature of 26-30°C. The
photoperiod was supplemented to 14h light, with LED light (AlternativaLED, Valencia,
Spain) to 250 pmol-m-2-s™,

Another ninety shoots per clone were treated with 1000 ppm indole-3-butyric acid
(IBA) and planted in the same conditions.

The percent survival of acclimated plantlets was determined.

2.8 COST EVALUATION AND OCCUPIED IN VITRO GROWTH CHAMBER AREA

The needed in vitro growth chamber area (CAb) and the cost to produce new
shoots (CS) were separately analyzed for the micropropagation in flasks or in the
bioreactor.

The occupied chamber area per shoot produced (CAb) was calculated by dividing
the area, in cm? needed to hold each container (Ab) by the number of new explants
produced (NE).

CAb = Ab
" NE
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The cost to produce each plant, in € per plant (CP) was obtained after adding
the cost of each container (CC), the costs of all the culture media used (CM), and the
workforce cost needed to complete the culture process (CWF), and dividing the sum by

the number of new explants produced (NE).

P_CC+CM+CWF
N NE

2.8 STATISTICAL ANALYSIS

The experiment was set up as a completely randomized design, with two culture
systems, two plant materials, and three containers per treatment. Data was statistically
analyzed with JMP Statistics software (version 131.0, SAS Institute Inc., Cary, NC). Analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey'’s test (p < 0.05) was performed.

3 RESULTS
31 ASSEMBLY AND OPERATION OF THE GREEN TRAY BIOREACTOR

The principal advantage of the GT bioreactor operation is the facility to move the
plant material out of the recipient, or placing it back into it after is being cut, since it is
held in a tray easily moved with a pair of forceps. This is the main claim of the patented
bioreactor (Dolcet-Sanjuan and Mendoza, 2018; Patent Pending ES201831164). This
operation is always done with the recipient in horizontal position, avoiding placing the
hands above or close to the flask entrance, and this way reducing the possibilities to
contaminate the cultures.

Other advantages of the GT bioreactor are (1) the high illumination of the plant
material, since the lid is not shading it, (2) the elimination of all the medium and condensed
water in the recipients walls closer to the leaves, since the flask surface is curved and the
liquid moves to the bottom where it returns by gravity to the original, and (3) atmospheric
air renewal in the recipient holding the plant material each time there is a movement of
the liquid media. Such GT bioreactor characteristics enhance leaf development, shoot
elongation, and avoids vitrification or hyperhydricity of the plant tissues observed with
the plant materials used herein, when cultured in flasks with semisolid media o in other

TIS bioreactors.
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3.2 SHOOT PROLIFERATION IN THE GREEN TRAY BIOREACTOR VERSUS
CONVENTIONAL CULTURES IN FLAKS

As shown in Figure 4 and 5, leaf number and stem thickness of shoots produced
from both plant materials were comparable after culture in the two culture systems.
Although differences in the multiplication rates were observed, after the 6-week-long
culture process, no statistically significant differences were found, for Py170 or RP-20,
between cultures in flaks with semisolid agar-containing medium or in the temporal
immersion system with the GT bioreactor (Table 1). However, significant statistical
differences were observed on the shoot length and the fresh weight per shoot between
both culture systems. Both rootstocks, Py170 and RP-20, were 35% and 49% longer
respectively, when grown in the GT bioreactor than in flasks with semisolid media. This
was in concordance with a 43% and a 28% increase in the shoot fresh weight per new
shoot, for Py-170 and RP-20 respectively.

Figure 4. Shoot growth after 42 weeks of culture in conventional semisolid agar-containing media (A and C), and
culture in the bioreactor (B and D), of RP-20 (A and B) and Py170 (C and D) clones.

A
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Figure 5. Evolution of the RP-20 and Py170 clones in the bioreactor. Initial explants (0), after 3 weeks of immersion
in 5mM BAP (21), after 3 weeks of immersion in OmM BAP (42), and after direct rooting of shoots in acclimation

tunnels.

Day

RP-20

Py -170

0

21

42

63

Table 1. Shoot multiplicatién rates and growth, of RP-20 and Py170 clones, after 6 weeks of culture in semisolid

agar-containig medium or in the temporal immersion system with GT IRTA bioreactor.

M ultiplication Rate

Fresh weight (grs

Clon Culture System (Shoots / Explant) Shoot Length (cm) / explant)

Py170 Semisolid medium 5.03+0.44 a* 16.90+0.82 a 0.42 £ 0.03 a
Py170 GT bioreactor 5.59 + 0.45 a 22.84+068 b 0.60 + 0.05 b
RP-20 Semisolid medium 7.29+0.79 a 26.60+0.80 a 0.57+0.06 a
RP-20 GT bioreactor 8.10+0.48 a 39.70+069 b 0.73+0.04 a

Values represent mean + SE (Standard Error) out of three repetitions. *“Means with different letter, within each
measured variable, are significantly different according to Tukey HSD (P=0,05)
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3.3 EVALUATION OF GT BIOREACTOR IN THE ACCLIMATION PHASE

Shoot acclimation and rooting to the greenhouse conditions (Figure 5) and further

plant growth and endurance (Figure 6) were highly successful. And 81% or 78% of shoots,

Py170 and Rp-20 respectively, derived from the GT bioreactor directly rooted in the

acclimation tunnels and survived in greenhouse conditions, without IBA treatment. Indeed

the percentage of rooting dropped to 60% and 59%, for Py170 and Rp-20 respectively,

when the shoot basis was dipped in IBA before planting, though the root development was

better when the explants were treated with IBA (Table 2).

Table 2. Rooting of RP-20 and Py170 shoots derived from the GT

IRTA bioreactor, treated or not with IBA, after 3 weeks of acclimation

and 4 additonal weeks of culture in the greenhouse

Clon IBA (ppm) Rooting (%)
Py170 0 81.1+40
Py170 1000 60.0+88
RP-20 0 78373
RP-20 1000 586+8.3

Values represent mean + SE (Standard Error) out of three repetitions.

Figure 6. Actively growing 3-month-old Py170 (A) and RP-20 (B) rooted plants derived from shoots produced in the

bioreactor.
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3.4 COST EVALUATION AND OCCUPIED CHAMBER AREA

Following the protocol described here the cost to produce an acclimated plant of
RP-20 with the GT bioreactor was significantly lower than with the conventional method
in flasks with semisolid medium (Table 3). While the cost of the container and materials
to assemble a GT bioreactor, is sixty times more expensive than that of the flask with
semisolid medium, the hand labor is less than one half since the time to produce and
acclimated plant is reduced to 9 weeks. In consequence, the cost to produce one plant
with the GT bioreactor is 0,11€, seven times less than with the semisolid medium. In
addition, the in vitro growth chamber surface needed to get one shoot of RP-20 with the
GT bioreactor is 0,32 cm?, two and a half times less than with the conventional culture in
agar containing medium.

Table 3. Comparative costs between the micropropagation in semisolid agar-containig media and the temporal immersion
with GT bioreactor, of the RP-20 clone.

Plant growth requirements for each container Semisolid medium GT bioreactor
Number of initial explants 15 70
Total time needed for plant production (weeks) 14 9

NE : Number of shoots produced 100 700

Ab: Growth chamber area needed for each container (sz) 81 230
CAb : Growth chamber area needed for each shoot (cmelshoot) 0.81 0.32

Costs for each container

CC: Container cost (€) 0.45 47.23
CM : Culture media cost (€) 0.28 1.38

CWF: Workforce cost (€) 75.00 30.00
Total Costs (€) 75.73 78.61
CP: Total Cost / Plant (€) 0.76 0.11
4 DISCUSSION

The results show that this newly developed Green Tray or GT bioreactor is suitable
for mass production of fruit tree species, with survival rate and plant quality similar to
those from semisolid medium. Similar results have been obtained in different species
such as Mentha x piperita L. (Vaidya, 2018), red currant (J. Hautsaloa, 2018), sugarcane
(Carrillo-Bermejo, 2018) using liquid media in different temporary immersion systems.
The multiplication rate was either similar to or better than that from semisolid medium.
Depending on the rootstock, between 400 and 700 shoots could be obtained per bioreactor,

whereas in agar containing medium, over 100 shoots per flask were obtained. The average
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shoots length was higher in the GT than in the semisolid medium. In addition, while shoots
produced had the same quality in both systems, the time needed was shortened two weeks
when cultures were done in the GT. In this reactor, shoot hyperhydricity was controlled
and eliminated, when immersion time and frequency were corrected for each rootstock.
Overall, the analysis of the culture systems results show that the GT is stable, reliable and
with greater productivity that the culture in semisolid media.

The results of this study demonstrated the utility of the GT for the micropropagation
of the two clones studied, obtaining more plants in a shorter time, occupying less chamber
area per explant and reducing costs. The high plantlet survival rate obtained with this
system assured the success of the micropropagation process because the in vitro rooting
phase could be eliminated.

It is reported in the literature that the positive effects of TIS are due to a better
aeration and renewal of chemical components at each immersion, otherwise limited
in solid condition by the agar matrix. In this way the risk of anoxia and hyperhydricity,
frequently observed in constant immersion as well as in solid culture, is significantly
reduced (Etienne et al., 1997). The results obtained in the present work are consistent
with those obtained in other micropropagation studies using temporal immersion systems
in other species (Ramirez et al 2016; Escolana et al 1999, Bernal et al 2008, Niemenak et
al 2008; Roels et al 2005) however most of these studies did not make the comparison
between different temporal immersion system, or with the culture in semisolid media as
here presented.

Microshoots under in vitro culture conditions can have a negative net
photosynthetic rate and depend on sucrose uptake from the medium for their growth. Few
results are available on the mechanisms of sugar uptake in shoot tissue culture systems.
It is accepted that sugar uptake is an energy dependent process. Most publications
dealing with sucrose uptake by cell cultures assume that sucrose molecules supplied
via the culture medium are hydrolysed by cell wall. The use of LED lamps to improve
the development of explants in the different stages of micropropagation in temporary
immersion systems should be studied in greater depth, always seeking to improve the
systems, some works show it that way J. Hausaloa (2018). In our experience (data not
shown) the higher light intensity available with the LED lights increases the fixation of
CO2 available the inner atmosphere of the OGT bioreactor. One of the main drawbacks
of the establishment of a micropropagation protocol in a temporary immersion system
are the morphological and fisilogical abnormalities that occur in the shoots and explants
(Ruffoni and Savona 2013). In temporary immersion systems, hyperhydricity problems

usually occur, but in the GT bioreactor there were no symptoms of vitrification.

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 9 m



The main advantages of this reactor are, first, the plant material can be easily
manipulated, and second, the shoots produced have well developed leaves, which can
be easily acclimated in the greenhouse. The production capacity of explants in the GT
bioreactor can be 4 to 7 times greater than in semi-solid medium, with the same plant
quality, and at lower costs when compared to the conventional micropropagation in semi-
solid medium. Consequently, the bioreactor GT is stable and reliable and with higher

productivity, and has possibilities to be employed in large scale plant production.
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RESUMEN: Objetivos: Varios de los
colorantes artificiales usados en alimentos
estan cuestionados desde el punto de vista
toxicoldgico, la eritrosina es un claro ejemplo
de ellos. Por lo cual, existe la necesidad
de hallar colorantes inocuos que sean
tecnolégicamente manejables y que puedan
reemplazar a los primeros. Por su parte, los
colorantes naturales, son extraidos de fuentes
vegetales, y son inocuos para la salud. Estos
colorantes tienen aplicaciones potenciales
en productos alimentarios, cosméticos vy
farmacéuticos. Tradicionalmente las cerezas
de tipo marrasquino se han elaborado con
eritrosina, razén por la cual, la busqueda de
un reemplazo implica que el mismo se pueda
adaptar a las exigencias tecnologicas del
proceso. El objetivo de este trabajo, entonces,
es el de caracterizar y evaluar diferentes
colorantes naturales: rojo rabanito, rojo
beteraba y rojo de gardenia para ser usados
en la elaboracion de cerezas en conserva en
reemplazo de los colorantes artificiales usados
actualmente. Asi como estudiar el espacio de
color de diferentes colorantes, cuantificando
parametros y variables mas importantes, y asi
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determinar el colorante mas estable. Métodos: Con esta finalidad, se realizaron ensayos
de estabilidad del colorante rojo de gardenia, rojo rabanito y beteraba versus eritrosina a
diferentes pH, temperaturas y condiciones de luz y oscuridad. Finalmente, se elaboraron
cerezas en almibar de sacarosa y xilitol (1/1) a 35°Bx y 50 + 2 °C con el colorante que se
adapto mejor a los requerimientos tecnologicos. Se midio en las cerezas los parametros
a, b, y L del espacio de color con Colorimetro Konica Minolta CR-400, con iluminante D65
(luz natural). Primero, se realizaron escalas de pH (1 - 14) a distintas temperaturas (0 - 160
°C) con muestras de colorantes artificiales y naturales. Se utilizé espectrofotometro UV-
Vis Perkin Elmer Lambda 35 para medicion de absorbancia, y asi establecer la estabilidad
del color al variar pH y temperatura. Las soluciones de colorante se acidularon con acido
clorhidrico grado alimentario 0,1 N y alcalinizando con hidroxido de sodio 0,1 N. Resultados:
Las soluciones de rojo de gardenia y eritrosina mostraron variacion de coloracion multiple
amedida que el pHy temperatura de la solucion variaba. La decoloracion de las soluciones
se observo en el rango de pH 1 - 3,8 por correspondiente precipitacion del colorante en
medio acido, y en el rango de 13 - 14, posiblemente por formacion de leuco-bases. Las
soluciones de rojo rabanito y beteraba perdieron el titulo posiblemente por vencimiento
de caducidad. Las soluciones de rojo de gardenia y eritrosina mostraron ligero aumento
de absorbancia a 530 nm, para el caso de altas temperaturas (80 - 160 °C), posiblemente
debido a trazas de agua evaporada de las soluciones. En contraste, no se observaron
cambios significativos en el rango de temperaturas de 0 — 80 °C. Con estos estudios se
determino pH de accidn 6ptima cuyos rangos se situan entre 4 —12. Por otro lado, disminuy6
la sefal de absorbancia para el caso de las muestras sometidas a luz, en contraste con las
almacenadas en oscuridad, en el transcurso de 10 dias, posiblemente debido a degradacion
y descomposicion por radiacion solar. Conclusion: Finalmente, el colorante rojo gardenia
fue elegido para tehir cerezas en almibar de 50% xilitol - 50% sacarosa, el cual mostro
un comportamiento semejante a las cerezas tefidas con eritrosina, demostrando que el
remplazo de esta es posible tecnoldgicamente. Los valores finales de tendencia al rojo
fueron 63,0 + 0,4 para rojo gardenia y para eritrosina 59,4 + 1,6.

PALABRAS CLAVES: Colorantes naturales. Estabilidad. PH y temperatura. Cerezas. Rojo
gardenia. Eritrosina.

DYES CHARACTERIZATION FOR THE ELABORATION OF CANNED CHERRIES:
ERYTHROSINE VERSUS RED GARDENIA

ABSTRACT: Purpose: Several of artificial colours used in food are questioned from a
toxicological perspective, erythrosine is a clear example of them. Therefore, there is a
necessity to find innocuous colorants technologically manageable which can be used as
a replacement for the first ones. On the one hand, natural dyes are extracted from plant
sources, as well as harmless to health. These colorants have potential applications in food,
cosmetic and pharmaceutical products. Traditionally, maraschino-type cherries have been
elaborated with erythrosine, consequently the search for a replacement implies it can be
adapted to the process technological demands. The aim of this work is to characterize
and evaluate different natural colourants: red radish, red beteraba and red gardenia to
be used in canned cherries production to replace the artificial colours currently used. As
well as studying diverse colorants colour space, quantifying important parameters and
variables, thus determining the most stable colorant. Methods: Hence, stability tests were

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 10 m



conducted on red gardenia, red radish and beteraba dye in contrast with erythrosine at
different pH, temperature, light, and darkness conditions. Finally, cherries were made in
sucrose and xylitol syrup (1/1) at 35 °Bx and 50 * 2 °C using the best adapted colorant
to the technological requirements. Colour space a, b, and L parameters were measured
in the cherries by means of Konica Minolta CR-400 Colorimeter device, by using D65
illuminant (natural day light). Firstly, pH scales (1-14) at different temperatures (0 - 160 °C)
were performed with artificial and natural colorants samples. To determine colour stability
by varying pH and temperature, UV-Vis Perkin Elmer Lambda 35 spectrophotometer
device was used to measure absorbance. Dye solutions were acidified using food grade
hydrochloric acid 0.1 N and basified with sodium hydroxide 01 N. Results: Red gardenia
and erythrosine solutions presented multiple colour changes, provided that pH and
temperature of the solution varied. In the pH range 1- 3.8 discoloration of solutions was
observed due to the corresponding dye precipitation in acid medium, as well as in 13 - 14
pH range, possibly due to formation of leucobases. Red radish and beteraba solutions lost
the title possibly due to expiration date. For high temperatures case (80 — 160 °C) the red
gardenia and erythrosine solutions showed a slight increase in absorbance at 530 nm,
possibly due to evaporated water traces from the solutions. By contrast, no significant
changes were observed in the O - 80 °C temperature range. Based on the foregoing,
optimal action pH was determined, whose ranges are between 4 - 12. On the other hand,
the absorbance signal decreased for the case of samples subjected to light, in relation to
those stored over the course of 10 days in dark conditions, possibly due to degradation
and decomposition by solar radiation. Conclusion: In summarise, red gardenia dye was
chosen to stain cherries in 50% xylitol - 50% sucrose syrup, which demonstrated a
similar behaviour to dyed cherries with erythrosine, demonstrating its replacement is
technologically possible. Final red bias values were 63.0 + 0.4 for red gardenia and 59.4
+ 1.6 for erythrosine.

KEYWORDS: Natural colorants. Stability. PH and temperature. Colour space. Cherries.
Red gardenia. Erythrosine.

1 INTRODUCCION

Los aditivos alimentarios son una de las sustancias de crecimiento exponencial
en el mercado de la elaboracion de alimentos debido a los habitos de consumo excesivo
de alimentos ultra procesados y la necesidad de los mismos por la poblacion creciente
(Maldonado, 2021).

Dentro de estos se hallan los colorantes alimentarios los cuales se usan para
reforzar el color de alimentos que pierden el mismo durante su procesamiento, para
restituirlo total, parcial o directamente para dar un color nuevo o mas atractivo a la vista
del consumidor.

Hay colorantes de origen natural y sintéticos. Estos ultimos se contintian usando
dado que poseen tres caracteristicas muy interesantes: produccién muy barata, tinte muy

fuerte y una buena estabilidad quimica (Downhamy Collins, 2000; Oreopoulou et al., 2009).
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No obstante, los colorantes sintéticos, si bien son muy versatiles en la industria
alimentaria se han hallado en varios estudios que presentan una correlacion positiva entre
el consumo de los mismos y diversas alteraciones en la salud como: la hiperactividad
(Bateman et al., 2004; McCann et al., 2007; Oplatowska-Stachowiak y Elliott, 2015), los
defectos en el ADN (Khan et al., 2020), las reacciones alérgicas dermatoldgicas (Bateman
et al., 2004; Panachiyil et al., 2019), la interaccién con proteinas (Basu Y Suresh Kumar,
2015; Shahabadi et al., 2017; Wang et al., 2019), los problemas hepatorrenales (Axon et
al., 2012) y las deficiencias en la memoria y el aprendizaje como otras alteraciones en el
comportamiento (Suglia, Solnick y Hemenway, 2013).

Asi por su parte, Mpountoukas et al. (2010) realizaron un estudio donde se
incluyeron colorantes azoicos (tartrazina) y no azoicos (amaranto y eritrosina) a diferentes
concentraciones sobre células sanguineas humanas y se evaludé su efecto. El estudio
arrojo que el amaranto resultd ser genotoxico y citotoxico a altas concentraciones; la
eritrosina resultd citotoxica en todas las concentraciones. Por su parte, la tartrazina
muestra toxicidad a concentraciones medias y altas. También estos se hallaron capaces
de producir dafo renal (Wopara et al., 2021).

Especificamente la eritrosina es usada en numerosos alimentos, entre ellos en la
elaboracion de cerezas al marrasquino (Maldonado et al., 2016) pero en determinadas
condiciones, provoca diversos tipos de alergias, modificaciones en la actividad de la
tiroides, carcinogenicidad, dafno en el ADN y neurotoxicidad, entre otras alteraciones
en seres humanos y en animales estudiados (Jennings et al., 1990; Mittal et al., 2006;
Chequer et al., 2012). Ademas, presenta una degradacion fotoquimica y bioquimica al
ser expuesta a la luz. Por lo cual la Eritrosina no es recomendable debido a la formacion
de subproductos téxicos (Mittal et al., 2006), aunque legalmente se pude usar. Esto
ultimo lo torna riesgoso sobre todo cuando los alimentos en los que se emplean como
lo son las cerezas tipo marrasquino, se expenden en frascos transparentes sin aviso al
consumidor de su posible degradacion. Por ello en una primera instancia (Maldonado et
al., 2016) intentaron estudiar la coloracion de cerezas con azul brillante que, si bien es
sintético, presenta una IDA menor que la eritrosina y no se degrada con la luz, por esto,
aungue no sea el color convencional de la mismas, se adapta tecnoldogicamente para
su reemplazo.

La toxicidad y posibles alteraciones en la salud de los colorantes sintéticos se halla
en permanente controversia respecto a la dosis de uso recomendadas y en permanente
revision, lo cual abre paso al intento de sustituir los mismo por colorante naturales. Dado
que el consumidor moderno esta cada vez mas informado, la tendencia a la sustitucion

de lo sintético por lo natural es un hecho (Muioz y Maldonado Cid, 2003), pero sin perder
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las cualidades tecnoldgicas de los primeros, por tanto, se busca la estabilizacion de los
pigmentos naturales por distintos métodos.

Adicionalmente, en el mercado de los alimentos hay un enorme interés por los
productos organicos y naturales, y el consumidor tiende a elegir aditivos naturales y con
propiedades funcionales que promuevan la salud (Maldonado, 2021).

Dentro de los colorantes naturales se hallan los que contienen antocianas que
tiene los flavonoides como grupo quimico funcional con actividad promotora de la salud
(Jibaja Soria y Tuitice Gutiérrez, 2021). Representan el principal grupo de pigmentos
hidrosolubles responsables de la gama de colores que abarca desde el rojo al azul. El
color depende de la cantidad de grupos hidroxilos y metoxilos presentes en la molécula.
Los primeros son los que proporcionan el color azul y el segundo los colores rojizos.
En la naturaleza suelen aparecer glicosilados en las posiciones 3 y/o 5 de la molécula.
Incluso los restos glicosidicos pueden estar acilados con acidos organicos. De las
veinte antocianidinas que se conocen las principales son cianidina, malvidina, peonidina,
delfinidina, pelargonidina y malvidina.

Las antocianinas se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales (Garzon, 2008;
Kechinski et al., 2010). A nivel comercial, las antocianinas se obtienen principalmente de
los subproductos industriales de la uva y de frutos (Arrazola, Herazo y Alvis, 2014; Elias
Penafiel, Salas Aquice y Tovalino Parraga, 2018). Los colorantes antocianicos presentan
propiedades antioxidantes (Baltes, 2007). Su empleo ademas de reforzar la actividad de
los sistemas antioxidantes endégenos, aporta una proteccion adicional contra el estrés
oxidativo del alimento cuando son usados en la formulacion de los mismos (Bruno, Estela
Dominga y Campafione, 2017).

Por su parte, en la elaboracion de cerezas confitadas o candedas, el uso de
colorantes es una necesidad dado que la estacionalidad de las cerezas es muy corta.
Por lo cual su procesamiento requiere de la puesta de las cerezas en solucién de
anhidrido sulfuroso, lo cual elimina el color rojo natural por transformacion en leucobases
haciendo luego necesaria la restitucion total del color con un colorante al momento de
su procesamiento.

(Giusti y Wrolstad, 1996, 2008; Sigurdson, Tang y Giusti, 2017) obtuvieron cerezas
al marrasquino con un atractivo color rojo brillante muy estable, con el agregado de
extracto de rabanos. Siendo hasta ahora este uno de los pocos antecedentes en el uso de
colorantes naturales en la elaboracion de cerezas candeadas tipo marrasquino, lo autores
proponen en la presente investigacion la caracterizacion del colorante rojo de gardenia

para ser usado en la elaboracién de cerezas confitadas.
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El colorante rojo de gardenia (E8 — E50) se presenta comercialmente como un
polvo rojo-violeta o rojo oscuro, soluble en agua, insoluble en etanol anhidro (Giménez,
Angosto y Fernandez Lopez, 2013). El mismo es obtenido mediante tratamiento enzimatico
en una mezcla de hidrolizados de éster de compuestos iridoides contenidas en frutas
gardenia y sustancias proteicas descompuestas. Presenta buena resistenciaalaluzy el
calor, también a agentes oxidantes y agentes reductores, colorea muy bien proteinas e
hidratos de carbono. Por todas estas caracteristicas y ademas por poseer antocianinas,
se lo puede considerar apto para su evaluacion frente a la eritrosina a fin de determinar
las caracteristicas que harian posible su sustitucion tecnoldgica en la elaboraciéon de
cerezas candeadas tipo marrasquino.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el objetivo del presente trabajo es evaluar la
estabilidad de colorantes naturales bajo diferentes condiciones de pH, temperatura, y de
almacenamiento (luz y oscuridad), asi como también se estudiara el espacio de color de

los diferentes colorantes, con el objetivo de determinar el colorante mas estable y efectivo.

2 MATERIALES Y METODOS
21 ESTABILIDAD DE COLORANTES A PH, TEMPERATURA Y LUZ - OSCURIDAD

Se estudiaron solubilizacion y estabilidad de colorantes en agua, en un rango de

temperaturas constantes entre 0 y 160° C. Se uso¢:

(1) Eritrosina (colorante E-127) a 238 ppm como testigo.

(2) Betalainas a 238 ppm.

(3) Colorante rojo de gardenia a 238 ppm.

(4) Colorante rojo rabanito a 238 ppm.

A fin de evaluar su estabilidad frente a la acidez/alcalinidad del medio, se estudid
el comportamiento de las soluciones colorantes en el rango de pH de 1 a 14, acidulando
con acido clorhidrico grado alimentario 0,1 N y alcalinizando con hidréxido de sodio 0,1
N (APHA, 2017). Al mismo tiempo las muestras de colorantes se sometieron a distintas
temperaturas. Para el caso de 0 °C, las muestras fueron almacenadas en bafos de hielo,
para el rango de 2 a 8 °C, las muestras se almacenaron en refrigeradores. Se utilizd un
bano termostatico Cole — Parmer con agitador Technicon para el rango de temperaturas
de 8 a 99,9 °C. Mientras que, para temperaturas de 100 a 160 °C, se sumergieron las
muestras en bafos de aceite. Asi mismo, las muestras fueron sometidas a condiciones
de almacenamiento de luz y oscuridad, por el transcurso de 10 dias. Luego, se midio

absorbancia de las distintas muestras con espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer
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Lambda 35, y asi establecer estabilidad del color al variar pH y temperatura, y condiciones
luz (radiacion solar) y oscuridad.

Se reprodujeron todos los ensayos, a diferente temperatura, escalas de pH y
medicion de absorbancia, por triplicado.

2.2 ESPACIO DE COLOR

Por otro lado, a 3 kilogramos cerezas, se les midieron por triplicado los parametros
L, ay b del espacio de color CIELab, con colorimetro Konica Minolta CR-400, iluminante
D65. Inicialmente, las mismas se tamafaron y desulfitaron mediante inmersion en bafno
de agua durante 24 h, previo al proceso de confitado. Para candear el fruto, se utilizd un
método de impregnaciones multiples denominado “Método Lento” o “Francés”, adoptado
por Maldonado y Gonzalez Pacheco (2020). El cual consistid en colocar los frutos en
una solucion hiperténica de una concentracion inicial relativamente baja y aumentar de
manera gradual hasta alcanzar la concentracion final deseada, dejandolos reposar en un
lapso de 24 h entre cada concentracion.

A las cerezas, se les anadio la solucion edulcorante en cantidad suficiente para
cubrirlas por completo (proporcién 1:1,5 sélido - liquido). La composicién de la solucion
edulcorante o jarabe fue sacarosa 50% - xilitol 50%. El experimento se mantuvo en
agitacion y a temperatura constante de 50 °C, mediante agitador magnetotérmico. El
proceso comenzo con unaconcentracioninicial de 25 Bx en jarabe, para evitar la formacion
de arrugas en la fruta. El jarabe preparado se hirvié y luego se bajo la temperatura hasta
alcanzar los 50 °C. Luego de pasadas las 24 horas en la primera concentracién de 25 Bx,
las cerezas se colocaron en almibar de 35 Bx previamente hervido y luego enfriado hasta
50 °C. La tincion se realizd en esta segunda impregnacion con eritrosina al 0,0238%
(m/V), asi como también con rojo de gardenia a la misma concentracion. Finalmente, con
el fin de producir una ligera precipitacion del colorante en el interior del tejido celular, se
adicion¢ al jarabe acido citrico al 10% (m/V) y/o solucion de NaHCO, al 10% (m/V), hasta
mantener un pH entre 4,3y 4,8.

Muestreo: a medida que se producia la coloracion de las cerezas a 35 Bx, se realizo
un muestreo de cerezas con diferente frecuencia, la cual fue: al inicio del experimento, a
los 5,10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180 y 300 min, donde se extrajeron dos cerezas al azar
de diferentes partes del recipiente a fin de medir el color.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de realizar las escalas de pH para los colorantes eritrosina, betalainas, rojo

de gardenia y rojo rabanito en el rango de 1 - 14, se encontrd una notable precipitacion
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de los cuatro colorantes en el rango de pH 1 - 3, mientras que una leve precipitacion

en el rango 3,1 - 3,8. Por otro lado, la coloracién fue homogénea y estable para el rango

de 4 - 12 para el rango de temperaturas de 0 — 160 °C (Tabla 1), mientras que existio

pérdida de coloracion, volviéndose violacea para eritrosina y rojo de gardenia, mientras

que transparente para rojo rabanito y betalainas para el caso de pH alcalinos (13 - 14),

posiblemente por formacién de leucobases (Harivaindaran, Rebecca and Chandran,

2008). A modo ilustrativo, se presenta la escala de pH para eritrosina (Figura 1) y rojo de

gardenia (Figura 2) a 25 °C.

Tabla 1. Presentacion de los casos extremos de temperatura. Evolucion de las sefales de absorbancia en cada
punto de pH para los cuatro colorantes a 0 y 160 °C. Los resultados son presentados como media + DS (n=3).

Absorbancia (%)

Temperatura del experimento (°C)

0 160 0 160 0 160 0 160
pH Eritrosina Gardenia Rabanito Beteraba
1 0,026 = 0,008+ 0,003+ 0,011 0,011 = 0,013 = 0,001 0,003 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
5 0,028 + 0,021 + 0,006 + 0,019 + 0,021 0,026 + 0,011+ 0,008 +
0,003 0,001 0,001 0,003 +0,004 0,003 0,003 0,003
3 0,346 + 0,197 + 0,621 + 0,237 + 0,034 + 0144 + 0,023 £ 0,012 +
0,003 0,003 0,001 0,003 0,003 0,001 0,002 0,002
a 2,310 = 2,268 + 2,043 + 3,108 0,231+ 0,160 + 0,086 + 0,013
0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
5 2,980 + 2,897 + 2,681+ 3,079 £ 0,253 + 0,172 0,089 + 0,014 +
0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
6 3,078 + 3,085 + 2,824 + 3104 + 0,251+ 0,169 + 0,093 + 0,015 +
0,001 0,003 0,003 0,002 0,001 0,002 0,001 0,001
7 3,023 + 3,109 2,729 + 3,108 0,247 + 0,161 + 0,098 + 0,014 +
0,002 0,002 0,003 0,002 0,001 0,002 0,001 0,001
8 2,932 + 3114 + 2,882 + 3,089 + 0,259 + 0,158 + 0,099 + 0,016 +
0,003 0,002 0,003 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
9 2,889 + 3,118 + 2,813 + 3,064 + 0,254 + 0,156 + 0,095 + 0,018 +
0,003 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002
10 2,931+ 3,068+ 2800+ 3,086+ 0,251 + 0,155 + 0,092 + 0,015 +
0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002
1 2,975 + 3,046 + 2,573 = 3,058 0,243 + 0,152 + 0,064 + 0,014 +
0,003 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
12 2,731+ 2,927 + 1,628 + 2,998 + 0,192 + 0,139 0,017 + 0,013 +
0,001 0,003 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
13 0,311 + 0,032 + 0,062 + 0,141 + 0,067 + 0,014 + 0,007 + 0,008 +
0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
14 0135 + 0,024 + 0,012 + 0,014+ 0,006+ 0,008 + 0,005 + 0,005 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
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Figura 1. Escala de pH 1- 14 de izquierda a derecha para el caso del colorante eritrosina a 25°C.

Las soluciones no mostraron un cambio considerable en coloracion al variar

la temperatura de 0 a 160 °C, sin embargo, hubo un leve aumento de coloracion en el
rango de 80 - 160 °C, que se evidenciaron en las mediciones de absorbancia por
espectrofotometria UV - VIS (Razak, Tumin and Tajuddin, 2011), posiblemente por trazas
evaporadas de agua de las muestras (ver Figura 1).

Tabla 2. Evolucién de las sefales de absorbancia en cada punto de pH para los cuatro colorantes a 25 °C, para

condiciones de almacenamiento de luz (radiacion solar) y de oscuridad, al cabo de 10 dias. Los resultados son
presentados como media + DS (n=3).

Absorbancia (%)

Condiciones de Almacenamiento

Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad
pH Eritrosina Gardenia Rabanito Beteraba
1 0,006+ 0006+ 0,003+ 0,028+ 0,002+ 0,020 + 0,004+ 0,002+
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
5 0,009+ 0,095+ 0,015 £ 0,076 + 0,007 = 0,036 + 0,008 + 0,012 £
0,003 0,003 0,003 0,004 0,002 0,003 0,002 0,003
3 0,279 + 1,461+ 0,488 + 0,705 + 0,030 + 0,029 + 0,012 + 0,021 +
0,002 0,003 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
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Absorbancia (%)

Condiciones de Almacenamiento

Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad
pH Eritrosina Gardenia Rabanito Beteraba
4 1,724 + 2156 + 2,079 2139 + 0,094 + 0,207 + 0,046 + 0,066 +
0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001
5 2,322 + 2,345 + 2168 + 2,385 + 0,098 + 0,212 + 0,051 + 0,076 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
6 2,385 + 2,403 £ 2,631+ 2,401+ 0,099 + 0,233 + 0,054 + 0,089 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
7 2,684 + 2,805 + 2,593 + 2,568 + 0,107 = 0,228 + 0,055 + 0,092 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002
8 2,635 + 2,799 + 2,603 = 2,662 + 0,101 0,232 + 0,050 + 0,094 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002
9 2,528 + 2,693 + 2,597 + 2,526 + 0,071 0,221 + 0,054 + 0,088 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001
10 2,241 + 2,685 + 2,505 + 2,509 + 0,098 + 0,227 + 0,056 + 0,067 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
11 2163 + 2,624 + 2,302 + 2,018 £ 0,078 + 0,213 £ 0,004+ 0,042+
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
12 2,402 + 2,499 + 2166 + 1,300 * 0,067 + 0,138 = 0,003 + 0,035 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
13 0,005 + 0,024 + 0,011 0,061 + 0,013 + 0,032 + 0,002+ 0,003 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
14 0,001 0,018 £ 0,002 + 0,017 = 0,008 + 0,012 + 0 0,001 +
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

La Tabla 2 muestra la evolucion de las sefales de absorbancia para cada valor
de pH para los cuatro colorantes a 25 °C, evidenciandose un comportamiento similar,
para condiciones de almacenamiento de luz y oscuridad. Sin embargo, se puede apreciar
una disminucion de la sefal de absorbancia para el caso de las muestras sometidas a
luz durante 10 dias, en contraste con las almacenadas en condiciones de oscuridad,
posiblemente debido a degradaciéon y descomposicion de los colorantes por radiacion

solar (Jespersen et al., 2004; Duff, Sinclair y Stirling, 2014).
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Figura 3. Muestreo de cerezas para medicion de parametros L, ay b del espacio de color, escala CIELab, iluminante

D65. Muestreo superior para colorante eritrosina e inferior para rojo de gardenia.

Muestras con Eritrosina

La Figura 3 representa el muestreo de las cerezas realizado, para luego determinar
sus parametros L, a'y b del espacio de color, escala CIELab, iluminante D65 (Jose y Nair,

2019). Las dos primeras filas corresponden a la coloracion con eritrosinay las filas tercera
y cuarta, a rojo de gardenia a una concentracion de 0,0238% (m/V) y una temperatura

de 50 £ 2 °C.

Figura 4. Evolucion del parametro “a” (tendencia al rojo) promedio con relacién al tiempo para colorantes eritrosina

y rojo de gardenia.
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La Figura 4 muestra la evolucion en el tiempo del parametro “a” (tendencia al rojo)
promedio, del espacio de color CIELab, para los colorantes eritrosina y rojo de gardenia.
De este proceso de coloracion se manifiesta un elevado aumento del parametro a
durante la primera hora de tincion, esto podria deberse debido a la elevada diferencia
de concentracién o de potencial de colorante entre la matriz y la soluciéon edulcorante
que rodea a la fruta. Luego el fenomeno de difusion se ralentiza, posiblemente debido
a una disminucion en la fuerza impulsora y saturacion en la matriz. EI| comportamiento
de difusion del colorante en la cereza, tanto para eritrosina como rojo de gardenia es
muy similar, obteniéndose valores de tendencia al rojo de 59,4 + 1,6 para colorante
eritrosina y de 63,0 + 0,4 para colorante rojo de gardenia. Inclusive el colorante rojo de
gardenia ha demostrado proporcionar resultados del parametro “a” mas elevados que
los proporcionados por eritrosina a la misma concentracion y temperatura. Ademas,
sabiendo que ambos colorantes son estables en practicamente los mismos rangos de pH
y temperatura, se puede decir que la sustitucion de eritrosina por rojo de gardenia para

tefir cerezas es posible tecnoldgicamente.

4 CONCLUSIONES

Se realizaron escalas de pH (1 - 14) para colorantes eritrosina, betalainas, rojo
de gardenia y rojo rabanito, de concentracion 238 ppm, en el rango de temperaturas
de 0 - 160 °C. Los colorantes mostraron estabilidad al pH en el rango de 4 — 12 para las
diferentes temperaturas posibles. Ademas, se generd decoloracion por precipitacion en
medio acido en el rango 1- 3,8 y posible formacion de leucobase en el rango de 13 - 14
para todos los ensayos a distintas temperaturas.

Las respuestas de absorbancia para condiciones de temperatura elevada (80 -
160 °C), mostraron un leve aumento, esto puede deberse a evaporacion de trazas de agua
de las muestras de colorante. Por otra parte, disminuyo la seial de absorbancia para el
caso de las muestras sometidas a luz, en contraste con las almacenadas en oscuridad,
en el transcurso de 10 dias, posiblemente debido a degradacion y descomposicion por
radiacion solar.

El fenomeno de tincidn en la cereza, para ambos colorantes, fue muy similar,
obteniéndose valores de tendencia al rojo de 59,4 + 1,6 para colorante eritrosina y de 63,0
+ 0,4 para colorante rojo de gardenia. El pigmento rojo de gardenia ha proporcionado
resultados del parametro “a” mas elevados que los obtenidos con eritrosina a la misma
concentracion y temperatura. Ademas, al determinar que ambos pigmentos son estables
en los mismos rangos de pH y temperatura, se puede decir que la sustitucion de eritrosina

por rojo de gardenia para tefir cerezas es posible tecnolégicamente.
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ABSTRACT: The quality of apple fruit products when using the biostimulant Albit as one
of the ways to reduce the environmental risk of application pesticides on fruit plantations
in the integrated plant protection system, was investigated. The active ingredient of the
preparation Albit is a natural biopolymer poly-beta-hydroxybutyric acid from soil bacteria
Bacillus megaterium. The Albit mode of action is based on the stimulation of plant natural
defense reactions. The research was carried out on apple trees of the ‘Renet Simirenko’
variety. We used the Albit five times in general protection system in the following plant
growth stages: inflorescence emerge; beginning of flowering; end of flowering; fruit size
up to 10 mm; fruit size up to 20 mm; ripening of fruits. With five-fold application of the
preparation Albit at a rate of 100 ml/ha in the apple tree protection system with low and
moderate progression of diseases (up to 35.0%), the biological effectiveness in protection
against scab consisted of: on leaves - 87.0 % and on fruits — 81.8 %; when protecting
against powdery mildew: on shoots - 81.8 % and on leaves - 81.3 %. The positive effect
of Albit on growth and generative development of apple trees (increase in the leaf area -
by 11.8-49 %, annual shoot growth - by 8-12 %, average fruit weight - by 16.8-30 %) was
observed. It was found that using of the preparation Albit promoted to an increase in the
total chlorophyll content of apple leaves by 9.7 %, relative to the control. The analysis
of experimental data showed that five-fold application of the preparation Albit helped
to improve the conditional parameters of fruits. With regard to the control, the content
of dry matter increased by 6.3 %, mass concentration of sugars - by 8.6 %; while mass
concentration of titratable acids decreased by 17.4 %.

KEYWORDS: Productivity. Conditional parameters. Biological effectiveness. Fruits.
Immune.

A QUALIDADE DOS PRODUTOS DE MAGA AO USAR O BIORREGULADOR ALBIT DE
CRESCIMENTO NO SISTEMA DE PROTECAO

RESUMO: Foi investigada a qualidade dos produtos da macieira ao utilizar o bioestimulante
Albit como uma das formas de reduzir o risco ambiental da aplicagdo de agrotoxicos
em frutiferas no sistema fitossanitario integrado. O ingrediente ativo da preparacéo Albit
é um acido poli-beta-hidroxibutirico biopolimero natural da bactéria do solo Bacillus
megaterium. O modo de acao Albit é baseado na estimulacado das reagdes de defesa
natural da planta. A pesquisa foi realizada em macieiras da variedade ‘Renet Simirenko'.
Utilizou-se o Albit cinco vezes no sistema de protecao geral nas seguintes fases de
crescimento das plantas: inflorescéncia emergente; inicio da floracao; final da floragao;
tamanho do fruto até 10 mm; tamanho do fruto até 20 mm; amadurecimento dos frutos.
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Com aplicagcéo quintupla do preparado Albit na proporcado de 100 mi/ha no sistema de
protecdo da macieira com progressdo baixa e moderada de doencas (até 35.0%), a
eficacia biologica na protecéo contra a sarna consistiu em: nas folhas — 87.0 % e nas
frutas — 81.8 %; ao proteger contra o oidio: nos rebentos — 81.8 % e nas folhas - 81.3 %.
Foi observado o efeito positivo de Albit no crescimento e desenvolvimento generativo de
macieiras (aumento da area foliar — 11.8-49 %, crescimento anual da parte aérea - 8-12 %,
peso médio do fruto — 16.8-30 %). Verificou-se que o uso da preparacéo Albit promoveu
um aumento no teor de clorofila total das folhas de macieira em 9.7 %, em relagéo ao
controle. A andlise dos dados experimentais mostrou que a aplicagédo quintupla da
preparacao Albit ajudou a melhorar os parametros condicionais dos frutos. Com relagéao
ao controle, o teor de matéria seca aumentou 6.3%, a concentragdo de agucares em
massa - 8,6%; enquanto a concentracdo de massa de acidos titulaveis diminuiu 17.4%.
PALAVRAS CHAVES: Produtividade. Parametros condicionais. Eficacia bioldgica. Frutos.
Imunidade.

1INTRODUCTION

In connection with expansion of the list of environmental problems associated
with traditional agriculture, scientists all over the world began to pay special attention on
the necessity to reduce using mineral fertilizers and synthetic pesticides by combining
them with biological fertilizers and pesticides of new generation, or replacing chemical
fertilizers and synthetic pesticides with organic preparations. This is especially true for
agricultural production, located in recreation areas (Mushinskiy et al., 2018; Volynkin et
al,, 2021). The Crimean Peninsula is a favorable place for production of environmentally
friendly products (Volkova et al., 2020).

Recent years, apple plantations are under a large number of stress factors due to
extreme meteorological conditions and severe pesticide loading in the plant protection
system. All the above affects general physiological condition and productivity of plants
(Ryabchinskaya et al., 2003).

An important technique for reducing negative consequences of the complete
use of chemical fungicides is the introduction of biologically active substances -
growth and immune stimulants, into the plant protection systems against a complex
of phytopathogens (Batukaev et al., 2019). Using of mineral and organic fertilizers has
a significant effect on the growth and development of plants, especially under stress
conditions, and helps to increase cropping capacity, improves product quality and
disease resistance (Boiko et al., 2021; Belash et al., 2021; Stranishevskaya et al., 2018;
Stamenkovic et al., 2018; Jivan et al., 2014).

However, most farmers prefer to use mainly chemical fertilizers and pesticides

instead of organic ones, since they are not sure about the effectiveness of the former and
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are afraid of losing part of the yield (Wang et al., 2018; Stranishevskaya et al., 2016; Volkov
et al., 2016). The solution to this problem is the development of optimal technologies for
using organic fertilizers in the system of intensive farming, allowing not only to achieve
long-term high productivity of agricultural crops, but also to maintain soil biodiversity and
fertility (Qaswar et al., 2020; Klimenko et al., 2020).

A new promising preparation of the group of immune and growth stimulants, which
has a fungistatic effect against the causative agent of apple scab, is the Albit. Its main
active ingredient is the metabolic product of the bacterium Pseudomonas aureofaciens
- poly-beta-hydroxybutyric acid (6.2 g/ha), the stimulating effect of which on plants is
enhanced by micro-additives of mineral fertilizers: magnesium sulfate + potassium
phosphate + potassium nitrate + carbamide (Zlotnikov et al., 2008).

The goal of the research is to study the all-around effect of the preparation
Albit, FP on apple trees and develop regulations for its use on this culture in order to
improve physiological condition of plants and increase their productivity, and expand the
assortment of agents, alternative to chemical fungicides, and reduce pesticide pressure
on the crops. The inclusion of this ecologically safe preparation in the apple garden
protection systems against scab will contribute to the total improvement of phytosanitary
condition of agrocenoses due to sanitation of plants and enhancement of the activity
of various natural defensive reactions with a general increase in their productivity
(Stranishevskaya et al., 2020).

2 MATERIALS AND METHODS

The research was carried out in the piedmont zone of the Republic of Crimea,
in Bakhchisarai district, Kashtany village, in agro-industrial enterprise “Sady Alminskoy
Doliny”, in apple plantations of the ‘Renet Simirenko’ variety in 2019. According to the goals,
the experiment had three treatments: I. The control - without using means of chemical
protection; Il. The Albit, FP, 100 mi/ha at the following growth stages: inflorescence
emerge — 100 % protection system + Albit, FP; end of flowering — 100 % protection system
+ Albit, FP; fruit size up to 10 mm -75 % of fungicides + Albit, FP; fruit size up to 20 mm
-75% of fungicides + Albit, FP; ripening of fruits - 0% of fungicides + Albit, FP. lll. The
production standard is the plant protection application system adopted in farming.

The presence of apple scab - (Venturia inaedualis (Cooke) Wint.); apple powdery
mildew (Podosphaera leucotricha Salm), was determined in the following plant growth
stages: inflorescence emerge; beginning of flowering; end of flowering; fruit size up

to 10 mm; fruit size up to 20 mm; ripening of fruits. The experiment: type of research -
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field, small-plot technique. Plot size and location: 0.03 ha, randomized. The number of
accounting trees is six per variant. Dates of application: 04.23., 05.06., 06.03., 06.24. and
08.20.2019. Date of harvesting: 09.25. Harvesting method: manual, fruits were harvested
from each model plant.

Technological assessment was carried out according to the following parameters:
the leaf-area duration of the shoot was determined in the field using method of measuring
the diameter of each leaf on trees and selected shoots. The content of conditional
parameters was determined using areometric method (total sugars) (Interstate Standard
Fruit and vegetable products. Methods for determination of sugars, 1987), and titrimetric
method (Interstate Standard “Fruit and vegetable products. Determination of titratable
acidity” ,2013). The content of leave chlorophyll was determined using colorimetric method
with wavelengths of 665 and 649 nm in ethanol extract of pigments from an average
sample of leaves weighing 0.5 g, followed by re-calculation taking into account the extract
volume and weighed sample (Chakchir B.A., Alekseeva G.M., 2002). To determine the
significance of influence of Albit preparation in protection against scab and powdery
mildew we analyzed the reliability (P-value at the level of <0.05 according to Fisher’s test)
in the SPSS Statistics 17.0 software.

3 RESULTS AND DISCUSSION

Favorable conditions for primary infection and development of scab came into
existence in the second decade of April .2019, for secondary infection - in the third decade
of May 2019. The first visual signs of disease development on the fruit ovary in the control
variant were registered at the end of apple tree flowering.

The moderate development of scab on apple trees was observed. The intensity
of the development of the disease was determined on a five-point scale, examining one
hundred leaves and fruits on each accounting tree (four replicates of 4 plants), evenly
distributed on 4 accounting branches of the first or second order, oriented to the cardinal
points. The development of scab during the harvesting period in the control was 22.3 %
on leaves and 29.7 % on fruits. In variants Il and Ill, the development of scab was low and
amounted: on leaves - to 2.9 % and 1.5% (P05 = 1.7) and on fruits — to 5.4 % and 3.7 %
(PO5 = 21), respectively. The most intensive development of scab was noted on a fruit
drop - 23.8 % in the control, 3.2-5.6 % in variants Il and lll. The difference in the production
standard and the variant with using the Albit, FP preparation for all studied parameters is
insignificant, within the experimental error. Thus, five-fold using of the Albit, FP preparation

during growing season (the last treatment, 36 days before harvesting - without using of
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protective measures against scab and powdery mildew) made it possible to reduce the
consumption rate of fungicides in variant Il without reducing the effectiveness of protective
measures carried out.

The effectiveness of apple scab protection systemusing the Albit, FP preparationon
the 10th day after the last spraying, against the background of the moderate development
of scab on leaves and fruits in the control, was high, at the production standard level of
effectiveness, and amounted to 85.4 and 90.3%, on leaves and fruits, respectively (Figure
1). During the harvesting period, the effectiveness of system of protective measures under
study was 87.0% on leaves. The difference with the standard (93.3%) was within the
experimental error. On fruits ready for harvesting in the same period, the effectiveness of
system of protective measures using the Albit, FP preparation was 81.8 % difference with
the production standard (87.5%) was insignificant.

The development of powdery mildew in the control during the growing season of
2019 was observed on leaves and shoots. In both the control and treated variants, the first
visual signs of disease development on shoots were noted in the second decade of May.

The development of powdery mildew on apple trees was weak to moderate. During
the harvesting period in the control variant, the disease development on annual shoots
and leaves was 22.2 and 12.8%, respectively; in the variant Il, against the background of a
decrease in pesticide loading, disease development was 5.3 times lower and amounted to
4.2% on annual shoots and 2.4% on leaves. The difference in the production standard (3,7
% on annual shoots and 1,6% on leaves) and the variant with using the Albit, FP at the rate

of 100 ml/ha, was insignificant (PO5 = 1.6), within the experimental error.

Figure 1. Biological effectiveness of protective measures against scab.
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Biological effectiveness of the tested scheme of protective measures on annual
shoots and leaves of apple trees against powdery mildew, including five-fold spraying of
the Albit, FP at a rate of 100 ml/ha remained high throughout the entire period of protective
measures and amounted to 76.6 and 83.2% in 10 days after the last application. During
harvesting period, the effectiveness of schemes of protective measures using the Albit,
FP preparation remained high and amounted to 81.1% on shoots and 81.3% on leaves. The

obtained characteristic values were up to production standard level (Figure 2).

Figure 2. Biological effectiveness of protective measures against powdery mildew.
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Any measures allowing increase the intensity of photosynthesis positively effect
on the accumulation of macronutrients in the vegetative and generative plant organs.

The studies provided show that five-fold using of the preparation Albit, FP has a
positive effect on the growth and development of apple trees.

Determining the leaf-area duration of the shoot in the harvesting period showed
that the difference between variant Il and the control reliably exceeded the parameters
of the least significant difference and amounted to 1.5 (Table 1). The difference in the
parameter “average shoot length” between the control and variant Il (was also significant
and amounted to 0.11 m (15.5%)).

Table 1. The effect of the preparation Albit, FP on the leaf-area duration and the amount of shoot growth, P-value <0.05.

Variant Leaf-area duration, m?shoot Average shoot length, m
1. Control 0,51 0,55
2. Albit, FP, 100 ml/ha 0,76 0,67
3. Production standard 0,68 0,62
P 0,09 0,06

05
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Crops, harvested from the variant Il, with five-fold spraying of the Albit, FP during
the growing season, were corresponding to standards in 98% of cases. The proportion
of the conditioned harvested crops in the standard variant was 96%. In the control this
percentage was 71%.

A reliable increase in total cropping capacity by 29.7%, compared to the control,
was observed in the variant Il (Table 2). The difference with the production standard in

terms of total cropping capacity amounted to 16.8% and was also reliable.

Table 2. Cropping capacity of apple plantations by the variants of experiment, P-value <0.05.

. Distribution of crops by fractions, % . Increase in the
Variant of Sampling ield. compared
experiment less than 55 55-60 65-70 more than weight, kg yielq, p
mm mm mm 75 mm to the control, %
I. Control 43 19 32 6 11,8 100
II. Albit, FP 12 22 51 15 15,3 1297
Ill. Standard 24 21 44 11 131 11,0
P - - - - 0,9 -

05

The analysis of experimental data showed that using of foliar application
contributed to an increase in the total content of chlorophyll in apple leaves by 9.76%,

compared to the control (Table 3).

Table 3. The capacity of conditional parameters and content of chlorophyll in leaves in 2019, P-value <0.05.

Variant of Mass Mass concentration Dy matter Concentration of
) concentration of  of titratable acids, y coloring agents, mg/I
experiment content, %
sugars, g/100 cm?® g/dm? Ca Cb Ca+b
I. Control 144 92 15 101 114 215
II. Albit, FP 15,3 7.6 16,4 1,20 116 2,36
lll. Standard 15,0 8,2 16,1 117 115 2,32

4 CONCLUSION

Thus, it was found that inclusion of the Albit, FP preparation in the apple tree
protection system, while simultaneously reducing the consumption rate of chemical
fungicides, provides high biological effectiveness against diseases: in protecting leaves
and fruits against scab - 87.0 and 81.8%, respectively; in protecting shoots and leaves
against powdery mildew - 81.8 and 81.3%, respectively, as well as a significant increase in
yield by 29.7 and 16.8%, relative to the control and standard variants, respectively.

The preparation showed positive effect on the quality of the yield: an increase in

the proportion of conditioned crops (+ 25% to the chemical standard without Albit), an
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increase in the mass concentration of sugars (+ 4.2%) and the content of dry matter (+
1.8%) in fruits, a decrease in the mass concentration of titratable acids (-7.3%).
Using of the preparation Albit, FP also contributed to an increase in the total

content of chlorophyll in apple leaves by 9.7%, compared to the control.
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ABSTRACT: One of the modern problems
of winemaking is the lag in the formation of
the phenolic complex of berries in relation
to the accumulation of sugars during the
ripening of grapes. This leads to a distortion
of the established organoleptic styles of
red wines. It seems promising to influence
the metabolism of grapes in the direction
of increasing the synthesis of secondary
metabolites through the use of foliar
dressings. The precursors of the formation
of phenolic compounds in the plant cell
amino acids. We studied the effect of foliar
fertilizers based on a complex of amino
acids (“Siamino Pro 500), introduced at the
beginning of grape ripening, on the phenolic
compounds in grape berries of 4 cultivars
from the South Coast zone of the Crimea.
Using HPLC, it was revealed that at a similar
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level of sugar accumulation (in the range
183-218 g L), the content of anthocyanins
complex in the skins of the experimental
grapes of ‘Merlot’ and ‘Shiraz’ was 71% and
12% higher than in the control (a < 0.05);
in ‘Cabernet Sauvignon’ and ‘Sangiovese’
it was 17% and 45% less. Experimental
processing of ‘Merlot’ and ‘Shiraz’ grapes
led to an increase in the content of
monoglucosides of delphinidin, cyanidin,
formed from predecessors, by an average
of 1.7 times. In ‘Cabernet Sauvignon’ and
‘Sangiovese’, the treatment stimulated the
conversion of anthocyanins, increasing the
proportion of monoglucosides of malvidin
by 1.2 and 1.4 times.

KEYWORDS: Phenolic compounds.
Phenolic maturity. Complex of amino acids.
Berry skin. Seeds.

OEFEITODOTRATAMENTOVEGETATIVO

DE UVAS COM PREPARAGAO A BASE

DE AMINOACIDOS NO COMPLEXO
FENOLICO DE BAGAS

RESUMO: Um dos problemas modernos
da vinificagdo é o atraso na formagéo
do complexo fendlico das bagas em
relacdo ao acumulo de aclcares durante
0 amadurecimento das uvas. Isto leva a
uma distorcdo dos estilos organolépticos
estabelecidos de vinhos tintos. Parece
promissor influenciar o metabolismo das
uvas no sentido de aumentar a sintese de
metabolitos secundarios através do uso
de coberturas foliares. Os precursores
da formagdo de compostos fendlicos
nos aminoacidos das células vegetais.
Estudamos o efeito de fertilizantes foliares
a base de um complexo de aminoacidos
(“Siamino Pro 500), introduzido no inicio
do amadurecimento da uva, sobre os
compostos fendlicos em bagas de uva
de 4 cultivares da zona da costa sul da
Crimeia. Usando HPLC , foi revelado que
em um nivel semelhante de acumulo de
acucar (na faixa de 183-218 g L-1), o teor de
complexo antocianinas nas cascas das uvas
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experimentais ‘Merlot’ e ‘Shiraz’ foi de 71% e 12 % maior que no controle (a < 0,05), em
‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Sangiovese’ foi 17% e 45% menor O processamento experimental
das uvas ‘Merlot’ e ‘Shiraz’ levou a um aumento no teor de monoglicosideos de delfinidina,
cianidina, formada a partir de antecessores, em média 1.7 vezes Em ‘Cabernet Sauvignon’ e
‘Sangiovese’, o tratamento estimulou a conversao de antocianinas, aumentando a proporgao
de monoglicosideos de malvidina em 1.2 e 1.4 vezes.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos. Maturidade fendlica. Complexo de
aminoacidos. Casca de baga. Sementes.

1INTRODUCTION

One of the modern problems of winemaking associated with climate change in
the direction of increasing ambient temperature is the lag in formation of berry phenolic
complex relative to accumulation of sugars during grape ripening. Consequently, research
on grapevine genetic diversity has intensified toward finding varieties characterized by
early synthesis of anthocyanins in ontogeny under various abiotic environmental factors
(Teixeira et al., 2013; Pastore et al, 2017; Garcia et al. 2018); and cross breeding and genetic
studies based on creating new genotypes with high climatic plasticity and berry component
composition potential for high quality wines (Risovannaya et al., 2017; Ostroukhova
et al,, 2019, Davis et al, 2012; Adjeva et al, 2015). Studies are underway to modify the
anthocyanin pathway using regulatory and structural genes (Boss et al. 1996, Ananga, et
al. 2013). The impact on grape metabolism in the direction of increasing the synthesis of
secondary metabolites through agronomic practices seems promising (Zhao et al, 2005).
It is known that the biosynthesis of phenolic compounds is based on a combination of
acetate-malonate and shikimate reactions, with the bulk of phenolic compounds coming
from hydroxycinnamic acids, which are formed from phenylalanine and tyrosine (Heldt
and Piechulla, 2011). Current studies indicate a positive effect of biostimulants on the
intensification of biosynthesis processes, increased resistance to stress and increased
pigment content in berries due to stimulation of the phenylalanine pathway. The positive
effect of the combined application of nitrogen and potassium fertilizers on the synthesis of
polyphenols and the improvement of berry color characteristics in grapes was established
(Delgado, 2006). Considering that most of the amino acids in the plant are capable of
transformation from one form to another through amination and reamination reactions,
treatment of plants with preparations containing amino acids can intensify the synthesis
of secondary metabolites, in particular phenolic substances.

The research is devoted to evaluation of the influence of amino acid preparation
application at the phenological phase of vegetation “the beginning of berry ripening” the
final of ripening stages on formation of phenolic complex of berries and phenolic maturity

of the crop.
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2 MATERIALS AND METHODS
21 PROCEDURE AND CONDITIONS OF THE EXPERIMENT

Experimental studies were carried out during 2020 on grape ‘Cabernet-Sauvignon’,
‘Merlot’, ‘Shiraz’ and ‘Sangiovese’ from mountain-valley zone of viticulture of Crimea.
Planting scheme was 3.0 x 1.5 m. Bushes shape was a cordon on a middle trunk. Vertical
shoot positioned trellising system was used. Single foliar treatment with a preparation
based on a complex of amino acids (600 g L-1) “Seamino Siamino Pro 500" at the rate of
1 kg ha-1 was carried out on the experimental plot (1 ha for each cultivar). The preparation
was applied in at the phenological phase of vegetation “the beginning of berry ripening”.

System of agricultural actions without “Sieamino Pro 500” application served as a control.

2.2 SAMPLE PREPARATION AND CHEMICAL ANALYSIS OF GRAPES

Grape samples from control and experimental plots were taken during the
commercial harvesting period (September 10, 2020). Healthy bunches were sampled
diagonally of plots, from the shady, sunny, upper, middle and lower parts of bushes. The
total weight of each sample was 20 kg. Technological assessment of grapes was carried
out according to parameters: of mass concentration of sugars, (Compendium, 2017) and
phenolic maturity.

The phenolic maturity of grapes was assessed using the Glories method, based
on the determining the potential amount of anthocyanins in the grape berry (ApH1,0),
concentration of easily extractable anthocyanins in the winemaking conditions (ApH3,2),
proportion of easily extractable anthocyanins from their potential amount (Ea= ApH3,2
x 100/ApH1,0), the proportion of seed tannins (Mp) (Glories, 1998; Rajha, 2017;). The
method makes it possible to assess the potential of the present proanthocyanidins and
anthocyanins, as well as their ability to be extracted from grapes during processing and
further technological operations (Rajha, 2017).

2.3 PHENOLIC COMPLEX ANALYSIS BY HPLC METHOD

The quantitative and qualitative composition of the polyphenol complex in the
studied samples was determined by HPLC using the AgilentTechnologies system (model
1100) with a diode-matrix detector. A Zorbax SBC18 chromatographic column was
used for the separation of substances; chromatograms were recorded at the following
wavelengths: 280 nm for gallic acid, (+)-D-catechin, (-)-epicatechin and procyanidins,
313 nm for hydroxycinnamic acids derivatives, 371 nm for quercetin and 525 nm for

anthocyanins. The substances were identified by comparing their spectral characteristics
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in terms of retention time with similar characteristics of the standards. Gallic acid, caffeic
acid, (+)-D-catechin, malvidin 3-O-glucoside chloride, quercetin dihydrate, isoquercitrin
(FlukaChemie AG, Switzerland), (-)-epicatechin, syringic acid (SigmaAldrich, Switzerland)

were used as standards.

2.4 STATISTICAL ANALYSIS OF THE DATA

Allchemical analyses were performed in triplicate. The entries were mathematically
processed with the help of statistical software package SPSS Statistics 17.0. Arithmetic
mean value, variance of a single result and standard deviation (SD) were determined.
Significance of the difference of indicators in grapes of control and experimental batches
was estimated by U-test. The predetermined probability of an erroneous result (a) was
less than 0.05.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The application of dressing under experimental conditions had no significant
effect on the accumulation of sugars in berries, which allowed us to evaluate the effect of
the studied treatment on the phenolic complex of grapes at parity content of sugars in the
experimental and control batches of grapes.

From the perspective of wine quality, an important characteristic of berry phenolic
complex is, on the one hand, the level of accumulation and extraction of skin anthocyanins;
on the other hand, the degree of polymerization and extraction of seed polyphenols
(Ribereau-Gayon, et al., 2006; Ren et al., 2017).

Monomeric and dimeric phenolic components of flavonoid and non-flavonoid
structure were identified in the skin of the experimental and control lots of grapes using
HPLC analysis (Table 1). The content of the components in the control lots of grapes
ranged from 1630.6 + 97.8 mg kg-1 of skin (‘Merlot’) to 6868.0 + 549.4 mg kg-1 (‘Cabernet
Sauvignon’). The vegetative treatment of grapes with amino acid based preparation had
ambiguous effect on the components content in berry skin: in ‘Merlot’ and ‘Shiraz’ grapes
their concentration was increased (by 67% and 3% respectively), in ‘Cabernet Sauvignon’
and ‘Sangiovese’ - it decreased by 23% and 50%.

The proportion of anthocyanins among identified components in the skins of
control lots of grapes ranged from 54% (‘Cabernet Sauvignon’) to 83% (‘Merlot’) and
increased by 2%-6% under the influence of vegetative treatment of grapes. At the same
time, the mass concentration of anthocyanins complex in the skin of the experimental

batches of ‘Cabernet Sauvignon’ and ‘Sangiovese’ grapes was 17% and 45% lower than in
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the control lots, amounting to 3065.8 + 122.6 and 1206.3 + 78.4 mg kg-1. In contrast, the
content of anthocyanins complex in ‘Merlot’ and ‘Shiraz’ grapes under the influence of its
treatment with ‘Siamino Pro 500’ increased by 71% and 12%, reaching 2306.0 + 161.4 and
2598.5 + 90.9 mg kg-1, respectively.

Table 1. The content (arithmetic mean value’, mg kg”) of phenolic compounds in the skin of berries.

Phenolic ‘Cabernet Sauvignon’ ‘Merlot’ ‘Sangiovese’ ‘Shiraz’

compounds control experiment  control  experiment control experiment Control experiment

Hydroxybenzoic

and 871 405 19.8 251 206 184 499 68.6
hydroxycinnamic
acids
Flavonols 912 119.3 26.9 429 98 30 49.3 52.3
Flavan-3-ols 20459 14629 165.5 2084 4815 166.3 1095.6 935.4
Procyanidins 9411 5102 74.0 484 1787 227 3085 266.2
Anthocyanins:
delphinidin-3-O- 54 1729 106.8 199.3 380.2 116.3 173.8 126.0
B-D-glucoside
cyanidin-3-0-f- 2 4 18.2 15.4 223 300.3 99.3 297 81.2
D-glucoside
petunidin-3-0-p- 545, 1311 966 1717 3776 167.2 1934 3757
D-glucoside
peonidin-3-0-g- 40 4 718 53.3 897 205.6 1241 154.8 155.8
D-glucoside
malvidin-3-0-- 154, 3 1567.4 6057 121.8 919.8 6833 994.9 916.9
D-glucoside
delphinidin-3-0-
B-D-glucoside-6-  75.8 426 16.8 340 06 14 325 1477
O-acetate
cyanidin-3-0-B-
D-glucoside-6-  22.9 10.3 47 71 11 06 126 521
O-acetate
petunidin-3-0-B-
D-glucoside-6-  105.4 50.9 24.3 46.0 13 37 531 1969
O-acetate
peonidin-3-0-B-
D-glucoside-6- 3.4 11 0.0 34 11 17 6.6 27
O-acetate
malvidin-3-0-B-D-
glucoside-6-O-  601.2 716.8 204.4 3317 61 23 2971 363.0
acetate
petunidin-3-0-B-
D-glucoside-6- 523 159 17.0 141 6.2 04 354 411
O-p-coumarate
malvidin-3-O-
B-D-Gg_lg?g?lde— 4209 266.9 199.4 175.0 124 61 3315 139.4
coumarate
Total
) 37028 3065.8 1344.4 23061 2212.3 1206.3 2315.4 25085
anthocyanins:
Total phenolic ;004 5198.8 1630.6 27209 2902.9 14165 38187 39210

components
'SD-values were lower than 9% for all assays.
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Siamino Pro 500 treatment in ‘Merlot’ grapes stimulated biosynthesis of
anthocyanins from precursors quercetin and myricetin (Teixeira et al., 2013; Mattioli et
al, 2020), as evidenced by 1.9 and 1.5-fold increases (a < 0.05) in monoglucosides of
delphinidin, cyanidin, and their derivatives acylated by acetic acid or by p-coumaric acid,
and by interconversion of anthocyanins, as indicated by an average 1.7-fold increase
in monoglucosides of malvidin, peonidin, petunidin and their derivatives. The increase
in the content of the anthocyanin complex in the experimental lots of ‘Shiraz’ grapes
was due to the increased formation of monoglucosides of delphinidin, cyanidin and their
derivatives (1.6-fold) and monoglucosides of petunidin (2.2-fold), at the same time there
was a 13% decrease in the content of monoglucosides of malvidin relative to control.
Considering that the final metabolites of the chain of transformation of anthocyanin
compounds of Vitis vinifera use cursives for scientific name are malvidin-3-O-3-D-
glucoside and its derivatives (Narduzzi et al., 2015), the presented data suggest that the
anthocyanin complex accumulated in the experimental batches of ‘Shiraz’ grapes is in
the stage of active interconversion of components. In ‘Cabernet Sauvignon’ grapes the
vegetative treatment did not lead to the intensification of biosynthesis of anthocyanins
from precursors: on the contrary, the content of monoglucosides of delphinidin, cyanidin
and their derivatives in experimental lots was 2 and 3.6 times lower than in control. At
the same time, the use of top dressing stimulated mutual transformation of anthocyans,
as evidenced by the increased proportion of monoglucosides of malvidin (from 68%
in the control batches to 83% - in the experimental), while the proportion of all other
components of the anthocyanin complex decreased. Similar effect was exerted by
the treatment on the formation of anthocyanin complex of ‘Sangiovese’ grape skins.
At the same time, in both control and experimental batches, a low proportion of
monoglucosides of malvidin (42% and 57 %, respectively) with relatively high proportions
of monoglucosides of cyanidin, peonidin, petunidin, which indicates incomplete
processes of mutual transformation of components and/or variety-specific features of
the ‘Sangiovese’ anthocyanin complex.

The observed effect of vegetative grape treatment on the content and component
composition of anthocyanins complex of berry skin was reflected in a significant (a <
0.05) increase in the concentration of easily extractable anthocyanins in ‘Sangiovese’ and
‘Shiraz’ by 24 % and 47 % relative to control (Table 2).
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Table 2. Indicators of phenolic maturity of grapes from experimental and control lots (1).

Cultivar Option Ao Ao Ea, % Mp, %
mg L" mg L"

‘Cabernet Sauvignon’ control 1150+67 602+24 52+1 23+1
‘Cabernet Sauvignon’ experiment 110455 604+24 55+2 2141
‘Merlot’ control 1293+71 65120 501 24+2
‘Merlot’ experiment 103141 618+21 60+3 201
‘Sangiovese’ control 1190436 343+14 29+2 212
‘Sangiovese’ experiment 841+42 425+17 50+3 14+2
‘Shiraz’ control 1468+66 528+26 36+2 232
‘Shiraz’ experiment 137769 776+29 56+2 30+3

" arithmetic mean value +SD; Amo— potential amount of anthocyanins in the grape berry; ApH3,2_ concentration of
easily extractable anthocyanins in the winemaking conditions; Ea — proportion of easily extractable anthocyanins from
their potential amount; Mp - the proportion of seed tannins

The grapes of the experimental batches of all cultivars were characterized by a
higher proportion of easily extractable anthocyanins from their potential amount (Ea),
reflecting the proportion of easily extractable anthocyanins in the anthocyanin complex.
In the experimental grapes ‘Sangiovese’ and ‘Shiraz’ the increase of Ea index was 20-21%,
in the grapes ‘Cabernet Sauvignon’ and ‘Merlot’ - 3-10%. Thus, treatment of grapes with
“Siamino Pro 500” promoted formation of anthocyanin complex, and at the same level of
accumulation of sugars the grapes of experimental batches were characterized by better
indicators of “phenolic maturity”.

Regarding the other phenolic components of grape skins, it should be noted (Table
1) that in the experimental batches of grapes of all varieties the mass concentration of
flavan-3-ols and procyanidins decreased by 2% (‘Sangiovese’) - 93% (‘Shiraz’) and 14%
(‘Shiraz’) - 72% (‘Sangiovese’) respectively.

Phenolic complex of seeds changed under the influence of vegetative treatment of
grapes (Table 3). The content of phenolic components in the seeds of the control lots varied
from 513.3 + 401 mg kg-1 (‘Sangiovese’) to 22991+137.9 mg kg-1 (‘Shiraz’ in the seeds of
experimental lots - less by 12% (‘Cabernet Sauvignon’) to 38% (‘Sangiovese’) relative to the
control values. The phenolic complex of the seeds of the control and experimental lots of
‘Sangiovese’ grapes differed by a high proportion of hydroxybenzoic and hydroxycinnamic
acids - 21%, and procyanidins and flavan-3-ols accounted for 74% in the experimental lots
and 76% in the control. In all other cases, the proportion of procyanidins and flavan-3-ols
in the phenolic complex of seeds of control and experimental lots of grapes was 91-96%.
A simultaneous reduction in the content of flavan-3-ols (by 3 - 27%) and procyanidins (by

15 - 45%) in the seeds of ‘Merlot’, ‘Sangiovese’ and ‘Shiraz’ grapes was observed under
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the effect of vegetative treatment. In the seeds of ‘Cabernet Sauvignon’ grapes of the
experimental lots, the content of flavan-3-ols decreased by 50% relative to control, while

the concentration of procyanidins increased by 60%.

Table 3. The content (arithmetic mean value', mg kg”) of phenolic compounds in the seeds.

‘Cabernet ‘ s . . s (Qhiray’
Phenolic Sauvignon’ Merlot Sangiovese Shiraz

compounds . i . .
control experiment control experiment control experiment control experiment

Hydroxybenzoic
and

a 421 779 737 375 110.0 66.7 79.8 390
hydroxycinnamic
acids
Flavonols 46 9.0 17 24 11.9 25 18.5 36.5
Flavan-3-ols 7544 37338 2821 2071 69.5 58.0 7327 7091
Procyanidins 3547 5685 479.0 4057 3217 774 1358.8 10926
Anthocyanins: 15 2.0 14 27 0.37 14 9.2 71
Total phenolic ¢ 1031.2 837.9 655.4 513.4 216.0 2199.0 1884.2

compounds
'SD-values were lower than 9% for all assays.

The data presented, on the one side indicate that the applied treatment did not
stimulate the biosynthesis of procyanidins and flavan-3-ols in grape seeds and grape skins.
On the other side, vegetative treatment of grapes promoted oxidative polymerization of
components with the formation of high-molecular-weight tannins, which led to a decrease
in easily extractable monomeric and dimeric flavonoids.

The analysis of grapes according to the Glories method (Glories and Vivas,
1998). Table 2 showed a decrease (01<0.05) in the extractable polyphenols of seeds
in the experimental lots of ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’, ‘Sangiovese’ by 2-7%, which
indicates a higher degree of technological maturity of their phenolic complex compared
to control. In ‘Shiraz’ grapes the share of extractable seed polyphenols in the experimental
lots was 7% higher than in the control. This indicates incomplete processes of oxidative

polymerization and condensation of seed polyphenols.

4 CONCLUSIONS

Thus, the treatment of grapes with the preparation “Siamino Pro 500” in the cvs.
‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’, ‘Sangiovese’, ‘Shiraz’ at the beginning of berry ripening
stimulated the formation of monoglucosides of delphinidin, cyanidin from precursors (1.7
times on average) and/or transformation of anthocyanins, increasing the proportion of
monoglucosides of malvidin in anthocyanins complex by 1.2-1.4 times. At the same time,

application of amino-acid-based fertilizer under the experimental conditions had no effect
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onthebiosynthesis of procyanidins and flavan-3-olsin berry seeds and skin, butit apparently
promoted their oxidative polymerization, which reduced the content of procyanidins by
14-72%, flavan-3-ols - by 2-93%. The effect of vegetative treatment of grapes phenolic
complex of berries was the improvement of yield phenolic maturity indicators at a close
level of sugars accumulation: the share of extractable seed polyphenols decreased, and

easily extractable anthocyans - increased by 3-21%.
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RESUMEN: El| objetivo de este trabajo
fue realizar analisis fisicoquimicos a los
aceites de semillas de Moringa oleifera Lam,
Azadirachta indica, Hevea brasiliensis, Ceiba
pentandra, y su composicion quimica a través
de métodos cromatograficos y quimicos; para
ello se recolectaron las semillas de las cuatro
especies en estudio, fueron descascaradas,
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molidas, secadas y almacenadas al vacio,
constituyéndose en las materias primas a
las que se les extrajo aceite por los métodos
de prensado y solvente, se determinaron
propiedades fisicoquimicas de humedad,
corrosion en lamina de cobre, indices de
acidez, peroxido y yodo; también se identificd
la composicion quimica de los cuatro aceites
mediante técnicas de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas.
Se encontr6 mayor porcentaje de aceite
con extraccion por el método de solvente en
las cuatro materias primas, las propiedades
fisicoquimicas evidenciaron aceites con
poca humedad, bajos valores de acidez,
nivel corrosivo y mayor estabilidad a la
oxidacion. Todos los aceites presentaron altos
porcentajes de &acidos grasos insaturados,
resaltando en la Moringa oleifera Lam y
Azadirachta indica, el acido oleico (w-9) y
en los aceites de Hevea brasiliensis y Ceiba
pentandra el linoleico (w-6). Se concluye que
los aceites de todas las especies en estudio
tienen grandes potencialidades para su uso
industrial; siendo los de Moringa oleifera
Lam y Azadirachta indica atractivos para la
industria farmacéutica, cosmetoldgica y de
biocombustibles y los de Hevea brasiliensis
y Ceiba pentandra se recomiendan para
la industria farmacéutica y produccion
de biodiesel, de tintas, barnices, pinturas,
aerosoles, adhesivos, principalmente.
PALABRAS CLAVES: Analisis fisicoquimicos.
Aceites. Semillas. Métodos de extraccion.
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1 INTRODUCCION

En el departamento de Coérdoba existen numerosas especies de plantas
oleaginosas que crecen abundantemente en la naturaleza como Moringa oleifera Lam,
Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra, cuyos estudios cientificos
son diversos, como por ejemplo las semillas de Moringa oleifera Lam son usadas
principalmente en el tratamiento de aguas y aguas residuales, ya que cuando son
adicionadas al agua provocan floculacion debido a la presencia de proteinas cationicas
que permiten la sedimentacion de las particulas suspendidas en ella (Zhong et al,
2018). Las hojas de Azadirachta indica, han sido estudiadas con fines medicinales y
para controlar las plagas en los cultivos (Prakash y Priyab 2015; Zatelli, Fondati y Maroli,
2022); el aceite ha sido utilizado como insecticida, lubricante y para conocer su actividad
bioldgica en varios tipos de enfermedades (Ayinde, Morakinyo y Sridhar, 2020). El arbol
de Hevea brasiliensis tiene gran importancia industrial, ya que su tronco exuda latex,
el cual ha sido estudiado para convertirlo en caucho, (Arumugam, Thulasidharam y
Jegadeesan, 2018); también se ha analizado diversas actividades biologicas del aceite
de las semillas como; antimicrobiana, antifungica, antioxidante, entre otras (Oladipo y
Betiku, 2020). Del arbol de Ceiba pentandra se ha estudiado recientemente el aceite de
sus semillas con fines de biocombustibles (Anbarasan, Ponnusami y Arumugam, 2021;
Silitonga et al., 2020; Balajii y Niju, 2020).

A pesar de la amplia aplicabilidad que han demostrado estas cuatro especies
vegetales: Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra,
se harestado relevancia al estudio quimico del aceite contenido en las semillas respectivas,
las cuales dependiendo de su composicion quimica, se pueden proponer posibles
aplicaciones potenciales para las diversas industrias como la aceitera, cosmetologica,
farmacéutica, alimenticia, automotriz, entre otras, en la busqueda del mejoramiento
economico con bienestar social de los habitantes de la region.

De acuerdo a lo anterior se plantea realizar analisis fisicoquimicos a los aceites de
semillas de Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra,
y su composicion quimica través de métodos cromatograficos y quimicos con el fin de

potenciar su aprovechamiento de manera sostenible en la region cordobesa.

2 MARCO TEORICO

Moringa oleifera Lam (Moringa), es una planta nativa del noroeste de la India,

miembro del género Moringaceae, es de rapido crecimiento, tolerante a suelos aridos
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y su adaptabilidad a diferentes climas es muy favorable, por tal razén su distribucion se
ha expandido en el mundo, con predominancia en regiones tropicales y subtropicales,
es conocido popularmente como “arbol milagroso” debido a que la gran mayoria de
sus partes se pueden utilizar con fines medicinales y terapéuticos, estas propiedades
son atribuidas a sus actividades antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerigenas y
hepatoprotectoras (Sans et al,, 2021).

La composicion quimica del aceite, posee altos valores nutricionales asociados con
posibles beneficios para la salud humana, como la reduccion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares y la disminucion de los niveles de azicar en sangre, convirtiendo al aceite
de Moringa en un alimento nutracéutico (Silva et al, 2022), las semillas de Moringa son
usadas principalmente en el tratamiento de aguas y aguas residuales, estas son secadas,
trituradas y cuando se adicionan al agua provocan floculacion debido a la presencia de
proteinas cationicas que permiten la sedimentacion de particulas (Zhong et al,, 2018).

El arbol de Azadirachta indica (Neem), tiene hoja perenne, originaria de la India,
donde ha sido utilizada durante siglos con fines medicinales y para el control de plagas,
la produccién por ano de aceite de neem en la India es de aproximadamente 30.000
toneladas (Prakash y Priyab 2015). Este aceite ha sido utilizado como insecticida, debido a
su actividad larvicida contra vectores de enfermedades importantes para la salud publica,
como malaria, filaria, dengue, dengue hemorragico y fiebre amarilla, también ha sido usado
como lubricante y en medicina para el control de varios tipos de enfermedades (Ayinde,
Morakinyo y Sridhar, 2020). También se ha utilizado como combustible en lamparas con
fines de iluminacion en zonas rurales (Sathish et al., 2022).

La especie Hevea brasiliensis (Arbol del caucho) es la mas conocida del género
Hevea, debido a su valor comercial, se encuentra abundantemente en el Amazonas, tiene
una gran importancia industrial, ya que produce latex, el cual es convertido en caucho,
se estima que el 90% del caucho natural se produce a partir de los arboles de Hevea
brasiliensis (Arumugam, Thulasidharam y Jegadeesan, 2018). El aceite extraido de la
semilla es de color marrén negruzco con un olor aromatico desagradable, este aceite ha
mostrado diversidad de actividades bioldgicas tales como; antimicrobiana, antifungica y
antioxidante, ademas de algunas otras actividades como analgésica y antidiarreica, cabe
mencionar que, debido al alto contenido de aceite, se haincrementado el enfoque reciente
en el uso de esta materia prima para la produccién de biodiesel (Oladipo y Betiku, 2020).

La especie Ceiba pentandra (Ceiba), pertenece al orden Malvales de la familia
Malvaceae, se encuentra en varias partes del sur de Asia como India e Indonesia,

también se encuentra en América Central, México, América del Sur y Africa Central,
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es conocida comunmente como arbol Kapok o arbol de algodon de seda, es un arbol
caducifolio, erecto, se caracteriza por tener un tronco cilindrico que contiene una corteza
gris, crece hasta 15 m de altura, tiene espinas grandes y dispersas (Balajii y Niju, 2020).
Se ha encontrado en la bibliografia, que varios investigadores utilizaron aceite de Ceiba
pentandra como materia prima potencial para la produccion de biodiesel. (Anbarasan,

Ponnusami y Arumugam, 2021; Silitonga et al., 2020; Balajii y Niju, 2020).

3 METODOLOGIA

El desarrollo experimental de este trabajo inicid con la recoleccion de las semillas
de Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra,
luego la extraccion de sus aceites, determinacion de las propiedades fisicoquimicas e
identificacion de los acidos grasos presentes; a continuacion, se detalla cada una de

estas etapas.
Recoleccion de las semillas

Las semillas de Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis
y Ceiba pentandra son fueron recolectadas en veredas de los municipios de Chima,
Cereté, Montelibano y San Carlos respectivamente, estas fueron transportadas en
neveras de icopor al laboratorio de investigacion en Cinética y Biocombustible adscrito
al Departamento de quimica, de la Facultad de Ciencias Basicas, de la Universidad de
Coérdoba, este proceso se realizé en cuatro jornadas de recoleccion.

En este se obtuvo alrededor de 1 kg de semillas; el proceso de pretratamiento
consistio en secar las semillas, descascararlas, macerarlas y almacenarlas en bolsas

plasticas con cierre hermético para posteriores analisis.
Extraccion del aceite

Para la obtencion del aceite; se realizaron dos métodos: 1. Extraccion por prensado,
para ello la semilla macerada se introdujo en el cartucho de la prensa y se sometio a una
fuerza de compresion de 4 kilogramos utilizando un gato hidraulico modelo SKU: TE-098,
en la cual se vertid una muestra de 20 g de semilla macerada, en este procedimiento se
obtuvo el aceite virgen y la torta residual (Rabadan et al.,, 2018).

2. Extraccién con solvente empleando un equipo de soxhlet con hexano marca
Merck con pureza del 99% (método percolacion-inmersion). La extraccion con disolvente
se realizo transfiriendo 50 gramos de las semillas maceradas a un cartucho de papel
poroso ubicado en el dispositivo de extraccion soxhlet, se le agregé un volumen definido

de disolvente hexano en el balén del equipo y se sometid a calentamiento y reflujo durante
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tres horas. La mezcla obtenida, fue rotaevaporada para recuperar el solvente y obtener el
aceite crudo (Paladines et al., 2017; Jedidi et al., 2020).

Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas se realizaron a los cuatro aceites extraidos
por el método de solvente siguiendo la metodologia de la Norma Técnica Colombiana
(NTC, 2018), los estandares internacionales de calidad de AOAC (Association of
Official Analytical Chemists) y ASTM (American Society for Testing and Materials). Las
propiedades determinadas fueron: humedad y materia volatil, corrosion en lamina de
cobre, indices de yodo, perdxido y niumero acido; cada propiedad se realizé por triplicado,
luego se calculo su valor promedio y desviacion estandar. A continuacion, se describe el

procedimiento de cada analisis:
1. Humedad y materia volatil

Para la realizacion de este procedimiento se esterilizaron tres capsulas de
porcelana, posteriormente se peso 0,5 gramos de aceite y se agregaron a las capsulas
respectivas, estas se colocaron en una mufla a temperatura de 105 °C durante 1 hora, se
enfriaron en un desecador y se pesaron. Finalmente, se procedio a calcular el porcentaje

de humedad y materia volatil acorde con la ecuacion 1. (Lafont, Paez y Espitia, 2019).

P,_P
“Mf 100 Ec.(1)

% de humedad y materia volatil =

Donde:
Pa = (Peso de la capsula + muestra himeda) - (peso de capsula);
Pf = (Peso de la capsula + muestra seca)- (peso de capsula)

PM = Peso total de la muestra.
2. Corrosion en lamina de cobre

Se tomd 10 mL de aceite en un erlenmeyer se calentd 50 °C, se les adiciond una
lamina de cobre pulida en calentamiento durante 3 horas, luego, se retird la lamina y se
lavo con etanol, se observo si hubo cambio de color y se comparé con el estandar de la
ASTM D130-10, para clasificar el nivel de corrosion. La Tabla 1 representa las categorias
de corrosion, desde el 1 para el menos corrosivo hasta el 4 con mayor nivel de corrosion
(ASTM D130 -10, 2012).
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Tabla 1. Categorias de corrosion de la lamina de cobre.

Categoria 1 2 3 4
Designacion Ligera opacidad Moderada opacidad  Oscura opacidad Corrosiéon
Descripcion
a Naranja Claro, Rojo claro Coloracion Negro
casi igual que magenta transparente, gris
naturalmente oscuro o marrén
b Naranja oscuro Lavanda Multicolores Grafito o negro

conrojoyverde, mate
mostrando forma

de pavo real pero

ningun gris

c - Muiltiples colores con - Glaseado o
lavanda, azul, plata o azabachado
ambos, recubiertos
en el rojo

- Plateado - -

e - De latén u oro - -
Fuente: (ASTM D130 -10, 2012).

3. Indice de acidez

Se pesaron 0,5 g de la muestra en un erlenmeyer, luego se adiciond 50 mL de
alcohol caliente neutralizado y dos gotas del indicador; se tituld con una solucion de
hidroxido de sodio, agitando hasta que apareciera en forma permanente el primer color
rosado, de la misma intensidad que la del alcohol neutralizado antes de la adicion de la
muestra, finalmente se procedio a calcular el nimero acido de acuerdo a la ecuacion 2
(Chukwu et al., 2020; AOAC 940-28, 2012).

indice de acidez = 02 *N Ec. (2

ndice de acidez = P c.(2)
Donde:

V = Volumen en mL de hidréxido de sodio empleado (muestra y blanco)
N = Normalidad del hidréxido de sodio

Pm = Peso del aceite en gramos
4. indice de peréxido

Se peso 0,5 g de muestra, se agrego a un erlenmeyer de 250 ml, se adiciond 30
ml de solucion acido acético - cloroformo (3:2), se tapd y agité hasta disolver la muestra,
luego se agrego 0,5 ml de solucion saturada de yoduro de potasio. Esta solucion se dejé
reposar por un minuto, se agitd ocasionalmente, luego se agregd 30 mL de agua destilada

y 0,5 mL de la solucion de almidon (indicador), se tituld con tiosulfato de sodio 0,01 N
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hasta que desaparecio el color azul, de igual forma se realizé la determinacion con un
blanco; después se procedio a calcular el indice de perdxidos segun la ecuacion 3 (AOCS
Cd 8-53, 2003; Chukwu et al.,, 2020).

5. Indice de yodo (Método de Hanus)

Se peso6 0,25 g de aceite en un erlenmeyer, esta muestra se disolvié en 15 mL de
cloroformo, después se le agrego 25 mL del reactivo de Wijs y se dejo reposar 30 minutos
en la oscuridad agitando ocasionalmente; a esta mezcla se le adiciond 20 mL de solucion
de Kl al 15%, se agito vigorosamente y se lavo con 150 mL de agua destilada; luego se
anadio 1 mL del indicador de almiddn y se tituld con tiosulfato de sodio 0,1 N hasta que
el color azul formado desapareciera completamente; finalmente se calculo el indice de
yodo, acorde a la ecuacién 4 (AOCS Cd 1-25, 1997; Chukwu et al., 2020)

(Vg—Vm) * N % 12.67
Pm

Indice de yodo = Ec. (4)
Dénde:

VB = Volumen gastado en la titulacion del blanco (mL).

VM = Volumen gastado en la titulacion de la muestra (mL).

N = Normalidad de la solucion de tiosulfato.

12.67: Factor de conversion

Pm = Peso de la muestra (g).
6. Identificacion de compuestos quimicos presentes en los aceites

Los compuestos presentes en los aceites Moringa oleifera Lam, Azadirachta
indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra fueron identificados y cuantificados mediante
las técnicas de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, siguiendo
el protocolo descrito en C: MSDCHEM\METHODS\ACEITES.M; (Hamerly et al,, 2015)

4 ANALISIS DE RESULTADOS

En el proceso de obtencion de aceite a partir de las semillas de Moringa oleifera
Lam, se obtuvo el 25,63% en la extraccion por prensado y 42,53% en la extraccion por
solvente; para el caso de la Azadirachta indica, se encontro el 65,38% por prensado y
78,34% por solvente; en la Hevea brasiliensis con el prensado se obtuvo 77,47 % y por
solvente el 80,52%; en la Ceiba pentandra, se encontré con el prensado 19,46 %, mientras
que en el método de extraccidn por solvente el 68,64%. En todos los casos se evidencid

mayor porcentaje en la extraccion por solventes comparado con la extraccion con el
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método de prensado, lo cual se debe a que en este uUltimo queda retenida una parte de

aceite dentro de la semilla por emplear un método fisico de presion.
Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 2 se presentan los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados
a los aceites extraidos por solvente en las especies de estudio como se muestran a

continuacion.

Tabla 2. Analisis fisicoquimicos de aceites de Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba

pentandra.

Materia prima | Humedad % Corrosion I. Acidez mg i. Peréxido i. Yodo cg I/g
lamina Cu KOH/g meq0,/Kg

Moringa 1,56 1B 1,53 1,82 68,06
oleifera (+0,05) (+0,06) (+0,03) (+0,80)
Azadirachta 047 1B 213 4,45 73,560
indica (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01)
Hevea 0,10 1B 1,96 2,72 110,12
brasiliensis (+0,02) (+0,03) (+0,04) (+0,02)
Ceiba 1,48 1B 1,81 1,99 101,95
pentandra (+0,08) (+0,05) (+0,09) (+0,42)

En la tabla 2 se puede evidenciar que el valor del indice de acidez para los aceites
extraidos por solvente en las diferentes semillas fue mas bajo para la especie Moringa
oleifera Lam con un valor de 1,53 mg de KOH/g, le sigue en forma ascendente la Ceiba
pentandra con 1,81 mg de KOH/g Hevea brasiliensis 1,96 mg de KOH/g y Azadirachta
indica 213 mg de KOH/g; este resultado se debe posiblemente a la poca humedad
presente en el aceite la cual provoca reacciones de hidrolisis originando acidos grasos
libres, por tal motivo a menor contenido de agua en el aceite, menor sera la acidez, lo
que brinda mayor estabilidad con el tiempo y mas tiempo de almacenamiento en buenas
condiciones, destacando por tal motivo a la Moringa oleifera Lam con mas baja acidez.
Al comparar el indice de acidez encontrado para la Moringa oleifera Lam con el valor
reportado por Gharsallah et al,, (2021) de 1,5 mg de KOH/g se constata que son similares,
lo cual certifica la validez de estos resultados.

En cuanto al valor de peroxido, este es un indicador del grado de oxidacion o
descomposicion del aceite (rancidez) en el momento de la prueba; los perdxidos se forman
cuando los acidos grasos del aceite reaccionan con el oxigeno del aire, formando grados
de enranciamiento, este estado se alcanza cuando los aceites son expuestos ya sea a la
luz solar, a altas temperaturas o al aire por largo tiempo. Se considera que los aceites con

valores superiores a 2 meq O,/Kg de muestra son mas propensos a presentar rancidez
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(Godsony Bassey, 2015); los resultados encontrados en este trabajo para el aceite extraido
por solvente fueron menor para la Moringa oleifera Lam con 1,82 meq O,/Kg, le sigue la
Ceiba pentandra con 1,99 meq O,/Kg indicando mayor estabilidad y menor tendencia a
la oxidacion, sin embargo estuvieron levemente por encima la Hevea brasiliensis con 2,72
meq O,/Kg, a diferencia de la Azadirachta indica con valores superiores 4,45 meq O,/Kg;
esto significa que estos dos ultimos aceites para su almacenamiento se sugiere adicion
de antioxidantes. Estos bajos indices de peroxido, se puede decir que esta acorde con los
resultados de la prueba de corrosion en lamina presentando un bajo grado de corrosion
en categoria (1B), verificado con ligera opacidad en lamina de cobre.

Los resultados del indice de yodo obtenidos de menor a mayor son los siguientes:
para la Moringa oleifera Lam 68,06 cg ,/g; le sigue Azadirachta indica con 73,56 cg 1,/g,
Ceiba pentandra con 101,95 cg |./g, y Hevea brasiliensis 110,12 cg /g. En la literatura se
han reportado indice de yodo para el aceite de semilla de moringa que son similares
con los obtenidos en este trabajo como los presentados por Ogunsina et al,, (2014) que
analiz6 semillas de Moringa de Pakistan (68,63 cg |, /9) e India (67,8 cg l,/g); validando
estos resultados. También Chouaibi et al,, (2012) reporté valores cercanos a los anteriores
(65,6 cg 1,/9), sin embargo, son levemente inferiores, esto puede ser debido a diferencias
en la composicion quimica del suelo y condiciones medioambientales donde se desarroll6
la planta, lo cual afecta el desarrollo bioguimico de los compuestos bioactivos que ella
presenta, propiedades fisicoquimicas y porcentajes de acidos grasos.

El indice de yodo, es considerada una medida del grado de insaturacién del aceite,
como los aceites vegetales varian en sus proporciones de insaturacion en las cadenas
carbonadas de acidos grasos, esto hace que también aumente o disminuya el indice
de yodo, a mayor insaturacion mayor indice de yodo esto se debe a que existe mayor
posibilidad de que la grasa se enrancie por oxidacion. De acuerdo con los resultados
obtenidos para los aceites extraidos por solvente de Moringa Oleifera Lam y Azadirachta
indica respecto al indice de yodo, los cuales son menores de 110 cg |,/g, indican que
puede ser clasificados como no secantes, siendo comparables con los aceites de colza
y de ricino, que pueden tener utilidad como humectantes, hidratantes, suavizantes;
siendo importantes para la elaboracién de productos dermatoldgicos para la piel seca
(cosméticos, cremas, lociones, otros), mientras que este valor para el aceite de Ceiba
Pentandra fue de (101,95 cg I/100) y Hevea brasiliensis (110,12 cg 1,/100) el valor del indice
de yodo obtenido es semejante al de algodon, ajonjoli y maiz, indicando que el aceite se
puede clasificar como semisecantes con valores intermedios de indice de yodo entre
(100 y 120) cg 1,/100, estos aceites desecan menos que los aceites secantes y son

generalmente usados para la elaboracion de pinturas, aerosoles y adhesivos.
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Composicion quimica de los aceites

En la tabla 3 se puede observar la composicion quimica de los aceites de Moringa
oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra, destacandose con
mayores porcentajes de acidos grasos insaturados la Moringa oleifera Lam con 83,20%
en orden descendente la Hevea brasiliensis con 80,0 %, Ceiba pentandra con 61,0% y
Azadirachta indica con 56,5%; mientras que los acidos grasos saturados estuvieron en
menores porcentajes 15,20%, 20%, 23,8% y 43,1 % respectivamente.

El acido graso insaturado con mayor porcentaje que se encontré en Moringa
oleifera Lam, Azadirachta indica fue el oléico con 74,5% y 48,9% respectivamente; siendo
este un omega 9 (w-9); mientras que para la Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra fue
el linoleico, omega 6 (w-6) con 39,86% y 38,3% respectivamente. De acuerdo con la
bibliografia estos acidos grasos les dan un alto valor agregado a estos aceites dado que
los omega 6 y 9 son benéficos para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares
(Dorado et al,, 2017).

Por otro lado, la Ceiba pentandra presento un bajo porcentaje de acidos grasos
ciclopropanoicos (12,1%) los cuales pueden ser causantes de la formacién de epdxidos
que generan la descomposicion del aceite; esto sugiere que en el almacenamiento de

estos aceites se le deben realizar analizar analisis periddicos de enranciamiento.

Tabla 3. Perfil de acidos grasos de los aceites de Moringa oleifera Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y

Ceiba pentandra.
Acidos grasos #C:doble Moringa o. Azadirachta . Hevea b. Ceiba p.
enlace % % % %
Ladrico C12:0 - - - (0}
Miristico C14:0 - - - 0,2
Oleico (w-9) Cc18:1 74,5 48,9 27,06 21,0
Linoleico (w-6) C18:2 1,0 6,7 39,86 38,3
Linolénico (w-3) C18:3 04 - 13,17 14
Palmitico C16:0 75 12,5 12,6 20,8
Estearico C18:0 47 29,2 78 27
Araquidico C20:0 3,0 14 11
Behénico C16:1 55 - 04
Palmitoleico C16:1 1,8 - - 0,3
Lignocérico C24:0 - - 0,3 -
Eicosenoico C20:1 - - 0,2 -
Malvalico Cc18:0 - - - 9
Esterculico C19:0 - - - 31
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Acidos grasos #C:doble Moringa o. Azadirachta i. Hevea b. Ceiba p.
enlace % % % %
Ciclo propenoicos - - - 121
Insaturados - 83,20 % 56,5% 80% 61,0%
Saturados - 15,20% 431% 20% 23,8%

5 REFLEXIONES FINALES

De acuerdo con los resultados experimentales, la busqueda bibliografica y analisis
de los autores se puede concluir lo siguiente:

Para la extraccion del aceite del endospermo de las semillas de Moringa oleifera
Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra el método con mayor
rendimiento en todos los aceites de estudio, fue el de solvente utilizando soxhlet con
hexano, comparado con los de prensado obteniéndose aceites con caracteristicas
organolépticas aceptables.

Las propiedades fisicoquimicas analizadas en los aceites de Moringa oleifera
Lam, Azadirachta indica, Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra como: porcentajes de
humedad, indices de acidez, perdxido y corrosion en lamina de cobre, evidenciaron
aceites con poca humedad, bajos valores de acidez, nivel corrosivo y mayor estabilidad
a la oxidacion.

Los valores de yodo orientan la clasificacion de los aceites de Moringa oleifera Lam
y Azadirachta, como no secante por lo que puede ser recomendado para la elaboracion de
productos humectantes, hidratantes, suavizantes; aprovechable en la industria cosmética,
de medicamentos y plasticos; asi mismo el aceite de semillas de Hevea brasiliensis y Ceiba
pentandra pueden ser recomendados para la produccion industrial de tintas, barnices,
aerosoles, adhesivos y biocombustibles, principalmente.

Lacomposicion quimica de los aceites de Moringa oleifera Lamy Azadirachta indica,
presentaron mayores porcentajes de acido oleico (w-9), haciéndolos atractivos para la
industria farmacéutica principalmente, también cosmetoldgica y de biocombustibles; sin
embargo, la composicion quimica de los aceites de Hevea brasiliensis y Ceiba pentandra
son mas parecidos con alto linoleico (w-6), util en la industria para la produccion de

biodiesel, de tintas, barnices, pinturas, aerosoles y adhesivos.
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RESUMEN: El cultivo de musaceas (Musa
spp.), lldmese banano o platano, no escapan
a la voracidad de plagas y enfermedades que
detrimentan seriamente sus producciones;
entre ellas acaros, insectos, nematodos y
fitopatdgenosde origendiverso (bacterias, virus,
hongos y nematodos entre otros), produciendo
pérdidas considerables en dependencia de la
region geografica de referencia, condiciones
edafoclimaticas, cultivares establecidos,
técnicas y procederes de su cultivo y arraigo
cultural. Siguen siendo problemas actuales
agentes ya conocidos de décadas pasadas
como Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis),
Mal de Panama (Fusarium oxysporium var.
Cubense raza 4), Moko bacteriano (Ralstonia
solanacearum raza 2), Pudricion blanda
(Erwinia spp.) y los nematodos, principalmente
los lesionadores de raices de los géneros
Radopholus, Pratylenchus, Tylenchus,
Helicotylenchus, hoy considerados como la
problematica fitosanitaria cardinal del cultivo
de platano por su asociacion debidamente
demostrada y argumentada con su principal
plaga insectil, el picudo negro, Cosmopolites
sordidus, (Coleoptera: Curculionidae),
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responsables de la diseminacion, infestacion y deterioro progresivo de las plantaciones
plataneras por este complejo biologico fitopatogénicos nocivo anteriormente mencionado.
Por ello; el interés particular de la presente resefia de contribuir a divulgar y se conozca
esta problematica fitosanitaria de las muséaceas, expuestas durante la celebracion del |
Seminario internacional REDUPLATANO Ecuador 2018, que sento las bases de un nuevo
enfoque del manejo del cultivo y sus principales plagas.

PALABRAS CLAVES: Epifitias. Picudo negro. Nematodos. Mal de Panama. Moko
bacteriano.

PESTS THAT TRIGGER EPIPHYTIES IN BANANA CROPS & CONTROL STRATEGIES

ABSTRACT: The cultivation of musaceae (Musa spp.), call it bananas or plantains, does
not escape the voracity of pests and diseases that seriously damage their production;
among them mites, insects, nematodes and phytopathogens of diverse origin (bacteria,
viruses, fungi and nematodes among others), producing considerable losses depending
on the geographical region of reference, edaphoclimatic conditions, established
cultivars, techniques and procedures for their cultivation and rooting cultural. Agents
already known from past decades continue to be current problems, such as black
Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis), Panama disease (Fusarium oxysporium var. Clbense
race 4), bacterial Moko (Ralstonia solanacearum race 2), soft rot (Erwinia spp.) and
nematodes., mainly the root lesioners of the genera Radopholus, Pratylenchus, Tylenchus,
Helicotylenchus, today considered the cardinal phytosanitary problem of banana
cultivation due to its duly demonstrated and argued association with its main insect pest,
the black palm weevil, Cosmopolites sordidus, (Coleoptera: Curculionidae), responsible
for the dissemination, infestation and progressive deterioration of banana plantations
by this previously mentioned harmful phytopathogenic biological complex. Thus; The
particular interest of this review is to contribute to the dissemination and knowledge of this
phytosanitary problem of Musaceae, exposed during the celebration of the | International
Seminar REDUPLATANO Ecuador 2018, which laid the foundations for a new approach to
crop management and its main pests.

KEYWORDS: Epifitias. Panama disease. Bacterial Moko. Nematodes.

1INTRODUCCION

El cultivo de musaceas (Musa spp.), esta condicionado por factores bidticos,
abidticos y edafoclimaticos, que determinan su crecimiento y desarrollo, y a la vez la
incidencia de numerosas plagas y enfermedades, con un amplio rango de organismos,
tanto acaros, insectos, nematodos, como microorganismos fitopatdgenos que lo danan
considerablemente, lo que constituyo el objetivo central de investigaciones en funcién
de conocer el comportamiento de su problematica fitosanitaria cardinal y contribuir al
manejo del complejo bioldgico nocivo que lo dana.

Simon (20182,°), postuld y demostro la hipdtesis que los verdaderos responsables

desencadenantes de las peores epifitias causadas por fitopatdgenos de origen diverso,
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es la asociacion de dos de sus principales plagas, los picudos, en particular Cosmopolites
sordidus (Coleoptera: Curculionidae) y los nematodos, tanto agalleros o noduladores
del género Meloidogyne, como lesionadores y barreanadores de raices de los géneros
Radopholus, Pratylenchus, Helicotylenchus, y Tylenchus; asi como lesionadores del follaje
del género Ditylenchus.

El tema abordado en la investigacion ha representado por mucho tiempo una
incognita basada en las hipotesis y planteamiento desde hace algunos afos segun
refiere Simon (20182,%), que los picudos atraen a los nematodos desde su estadio de
pupa convirtiéndose en su principal vehiculo de trasporte una vez que remontan el vuelo,
permitiendo de esta manera su presencia y ataque a los 6rganos foliares de las plantas,
entre ellos la parte superior conocida como cogollo; por ello, esta investigacion, dada la
trascendental importancia de la presencia abundante y permanente de ambas plagas,
centro su interés en confirmar estas aseveraciones.

Segun el propio autor, infiere que la asociacion de estos curculidnidos, con
nematodos, atraidos durante la fase de pupacion en el suelo, propician el acercamiento y
monta de los nematodos encima del cuerpo de la pupa, luego al emerger el adulto, sobre
su cuerpo reposan los nematodos que son trasladados durante el vuelo hacia la planta
huésped del insecto donde son depositados, el resto de la accion infectiva corre a cuenta
del nematodo (Simoén, 20182, ).

Existen otras experiencias al respecto relacionados con los picudos
Rhynchophorus palmarum y Metamasius hemipteras (Coledptera: Curculionidae) en palma
aceitera (Elaeis guineensis) que transportan los nematodos del follaje Bursaphelenchus
xylophilus causantes del sindrome del Anillo rojo y contribuyen con la trasmision de un
complejo nocivo fitopatogénico, la pudriciéon del cogollo conocida por las siglas PC (De la
Torre et. al., 2009).

Todo lo antes expuesto, conduce a un replanteamiento de las estrategias de
control y manejo existentes hasta el presente con vista a enfrentar en primer orden esta

asociacion nociva desencadenantes de las peores epifitias del cultivo de musaceas.

2 PICUDOS Y NEMATODOS DESENCADENANTES DE EPIFITIAS DEL PLATANO.
ESTRATEGIAS DE MANEJO

21 PICUDOS DEL PLATANO

Aunque hay reportado mas de una especie de picudo que dafan al platano, sigue
siendo el picudo negro del platano Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae),

considerada como la mas importante y temida en estos momentos por su implicacion en los
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dafos directos ocasionados en el cultivo de las musaceas; que ha cobrado mayor interés
actual su contribucion indirecta a dafos provocados por un complejo bioldgico nocivo de
fitopatdgenos que involucra a bacterias, hongos, nematodos y virus (Simon, 20182,°).

Los cultivos de banano y platano, son considerados entre los mas afectados por
esta plaga, alcanzando una distribucion en la provincia de Esmeraldas, Ecuador del 100
% e intensidad de danos que supera el 60 %, incluso llegando en algunos casos al 90%
de intensidad de dafos.

El gorgojo negro del banano, como también se denomina, se encuentra diseminado
por todo el mundo, considerado como la principal plaga de las musaceas, incluyendo
el banano (Musa paradisiaca) y el abaca (Musa textilis). Es activo sobre todo por su
habito nocturno, residiendo entre las laminas foliares, en el suelo junto al pseudotallo
de su huésped o en los detritos de su produccion. Raramente vuela, prefiriendo caminar
y diseminandose sobre todo con el traslado de material infectado, puede subsistir sin
alimentarse durante varios meses. Su esperanza de vida como el de casi todos los
coleodpteros es muy larga (méas de 2 afos en criadero). Las poblaciones se reparten en

grupos, asi que la infestacion de una plantacion aparece en general muy heterogénea.

Uleam Picudo negro del platano (Cosmopolitis sordidus)

Internacional

. S il REDUPLATANO
. ST [Ecuador2018

Fuente: Simén (2018). | Seminario internacional REDUPLATANO de Ecuador.

—

=
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Los picudos transportan los nematodos del follaje Bursaphelenchus spp., y
Ditylenchus sp. contribuyendo con la trasmision del complejo nocivo fitopatogénico,
Fusarium oxysporium conocido en el banano y platano como Mal de Panama, considerada

la peor enfermedad de las musaceas.
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Estos picudos tienen ciclo de vida de entre 80 a 160 dias, las hembras que
son aladas trasladan el nematodos en su cuerpo, ponen entre 10 y 48 huevos por dia,
durante 8 a 11 dias, cosa que ocurre dentro de las dos primeras semanas en que ocurre
el apareamiento y la puesta, para dar lugar a la emergencia de larvas al cabo de los tres
dias, completando su estadio larval a través de 9 instares durante los 60 dias que dura
esta fase, hasta la formacion de las pre-pupas y pupas del insecto, para dar lugar a la fase
adulta de 3 meses o mas.

Hay que destacar, que los adultos de esta especie, como la mayoria de los
insectos de la familia, son mas activos en horas tempranas de la mananay en el atardecer,
y que son atraidos por compuestos volatiles (terpenos) emanados de restos de platanos
danados fisicamente (Simon 2018P).

Un proceso infectivo similar transcurre en las coniferas y las palmaceas con la
intervencién de picudos, en este caso por las especies Monochamus spp.y Rhynchophorus
spp., los que transportan nematodos del género Bursaphelenchus spp., responsables de la
transmision de la terrible enfermedad conocida como PC (pudricion del cogollo), causada
por Fusarium sp. y Phytophthora sp.; en palmas aceiteras y el cocotero; en citricos pasa
igual con el picudo Pachnaeus litus y las enfermedades de la podredumbre del cuello y
gomosis de los citricos causadas por Phytophthora spp.

El nivel de infestacion en campo, puede ser evaluado mediante un
descortezamiento. Eso se debe realizar sobre plantas recientemente cosechadas: al
menos 50 plantas/ha.

Las recomendaciones existentes para el control de esta plaga incluyen la
utilizacion de medidas culturales y de lucha bioldgica. Entre las principales medidas de

manejo se encuentran:

- Trozado en pequenos pedazos de los residuos de pseudotallos.

« En el caso de la siembra de rizomas se requiere el mondado de las semillas
para eliminar las larvas de picudos y su tratamiento con un insecticida quimico
o biolégico (Beauveria bassiana).

«  Evitar sacar mas semillas que las que se vayan a plantar en el dia

« El monitoreo con diferentes tipos de trampas (tocon y pseudotallo) para la
estimacion de las poblaciones de adultos (10 trampas/ha). Estas trampas
son embebidas con una suspension concentrada de Beauveria bassiana (10°
conidias/ml).

« Uso de vitroplantas sanas.

«  Seleccion de rizomas de viveros libres.

«  Mondado y desinfeccion de cormos o rizomas.
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e Limpieza de residuos de plantas alrededor de los plantones y en campo.

«  Lostratamientos serealizan cuando existacomo promedio entre 1y 1.5insectos/
planta después de 72 horas de colocadas las trampas de pseudotallos.

- Control biolégico con Metarhizium anisopliae o Beauveria bassiana a razon
de 500 ml/planta de suspensiones de 108 esporas/ml. Se ha obtenido una
buena eficacia durante 5 meses con los tratamientos con un formulado
solido de ambos medios biolégicos a 3.8 x 10 esporas/g a razén de 20g/
planton. Las aplicaciones se realizan a partir de los 6 - 8 meses de edad
de las plantaciones nuevas, utilizando formulados en cultivo superficial solido
directamente alrededor del plantén o suspendiendo las esporas en el agua de

riego y distribuyéndolas con los microaspersores.

Control biologico con entomopatégeno Beauveria bassiana

Adulto de Picudo Negro ,ntemac;on'ﬂ
Parasitado por B. bassiana REDUPLATANO
Ecuador2018

iem—
CIT-BOLIVEA

Fuente: Simon (2018).1 Seminario internacional REDUPLATANO de Ecuador.

« Establecer reservorios de hormigas depredadoras Pheidole megacephala,
Tetramonium guineense y Pheidole megacephala (hormiga leona) en lugares
himedos para disminuir la poblacion de larvas de picudo negro. Para ello, en
la época de lluvia se colocan reservorios de hormigas trampas, consistentes
en estibas de pseudotallo de platano. A los cinco o siete dias, una parte de la
colonia se habra mudado y asi podran ser trasladadas al campo. Las trampas
se colocan junto a los plantones, a una densidad de 20 trampas/ha,

- Control biolégico con Nematodos Entomopatdgenos: Este grupo de
nematodos se caracteriza por poseer bacterias en el esofago, las cuales

pueden transmitir a insectos, causandoles la muerte, por ejemplo los
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géneros Steinernema y Heterorhabditis. Las bacterias involucradas que se

han identificado son del género Xenorhabdus y Photorhabdus.

NEMATODO CONTROLADOR BIOLOGICO
Heterorrabditis bacteriophora

3 BN~

Liberacién juveniles
infestivos

CICLO DE
ﬁ. VIDA Penetracién del Hospedero
MECANISMO
Produccion de 2-3 DE
generaciones ACCION
EEEETEl®

Muerte del huésped

en 24 48 hrs. Liberncic'rfl de la
Desarrollo de adultos bacteria ¥
transformacién del
medio

Fuente: Simon (2018). | Seminario internacional REDUPLATANO de Ecuador.

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 14 m


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Steinernema&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterorhabditis&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Xenorhabdus&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Photorhabdus&action=edit&redlink=1

3 NEMATODOS

Las investigaciones en este particular, tuvo como antecedentes las abundantes
poblaciones de nematodos, principalmente de agalleros del género Meloidogyne con alto
grado de infestacion en los suelos de la provincia de Esmeraldas, Ecuador. Los resultados
de estas pesquisas arrojaron incidencia notable de nematodos agalleros del género
Meloidogyne en el 100 % de los sitios muestreados, con gradologia oscilantes entre 1y 5

grados en la escala de Zeck (Steinner, 1991).

Noduladores del género Meloidogyne
—

El caso que centrd estas investigaciones en las musaceas, incluyendo el abaca
(Musa textil), estuvo relacionado con los nematodos lesionadores de raices. Los resultados
obtenidos sobre nematodos asociados al cultivo de platano (Tabla 1), en muestras de
suelo y raices, arrojaron presencia de 4 géneros, predominando Radopholus seguido
por Pratylenchus, Helicotylenchus, y por ultimo Tylenchus; coincidiendo con resultados

actuales obtenidos.

Tabla 1. Géneros de Fito nematodos parasitos lesionadores presentes en suelos y raices en cultivos de musaceas.

Géneros identificados *Indice poblacion *Indice poblacion
Relativo en suelo (%) | Relativo en raices (%)

Radopholus 58 51
Pratylenchus 24 29
Helicotylenchus 1 13
Tylenchus 7 7

*En 1009 de suelo y raices
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Radoplrolis sirrilis

El interés particular de esta investigacion en relacion con los nematodos es
precisamente el aspecto relacionado con lo antes expuesto sobre la asociacion
insecto-nematodo-fitopatdgenos en la cadena infectiva del banano y platano, donde
picudo y nematodos asociados constituyen el vehiculo diseminador de la infestacién
provocada por fitopatdgenos bacterianos, fungicos y viricos. El estudio realizado por
Méndez y Simon (2021), en este sentido se resume en su representacion grafica en
la figura 1.

Los resultados de analisis de correlacion entre el grado de infestacion de
las raices por nematodos lesionadores respecto a la infestacion de fitopatégenos
bacterianos y fungosos productores de pudriciones hiumedas y secas representados
fundamentalmente por la bacteria Erwinia sp. y el hongo Fusarium sp., demuestran
correlacion directa entre ambas variables con coeficientes de correlacion calculados
de r, = 0.733, comparado con el coeficiente de correlacion tabulado al 5% de

significacion (r=0.667).
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Figura 1. Indice poblacional de nematodos
(larvas juveniles en 100g de suelo) vs Indice de infestacion
(%) de fitopatégenos por plantas.

s 64.7; 105

¢ 29.0; 45

Indice de dafios (%)

Estos resultados son concluyentes sobre la hipotesis presentada por Simoén
(2018), del mecanismo que transcurre la asociacion plaga insectil (picudos) - nematodos
(lesionadores deraices) conladiseminaciony transmision de infestacion por fitopatdgenos.

Para corroborar fehacientemente la hipdtesis propuesta, se realizé un nuevo
experimento, consistente en inocular en pequenas parcelas por separado mediante
trampas dispersoras de insectos, ejemplares de pupas y adultos de picudos (C. sordidus),
obtenidas de areas focales severamente infestadas con fitopatdogenos bacterianos
(Erwinia sp.) y fungicos (Fusarium sp), manteniendo una parcela testigo sin inocular e
inoculando con ambos indéculos infestivos una variante a la cual se aplicaron diferentes

medidas estratégicas de manejo integrado de plagas (MIP).

A todas las variantes con exepcion de MIP, solo se realizaron las labores culturales

habituales reglamentadas del cultivo sin la aplicacion de medidas adicionales fitosanitarias.
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En el caso de la variante Testigo, la infestacion por picudos ocurrio de forma natural. A la

variante MIP, se aplicaron diferentes estrategias fitosanitarias como:

« Aplicar de 1 a 2 Kg/planta de hidroxido célcico (“cal apagada”) una semana
antes de la siembra.

« En el momento de la siembra se inoculo el suelo con cuerpos fructiferos del
mico simbionte rizosférico MVA Glomus intrarrradis, procedentes de un area
platanera tratada previa confirmacion y verificacion de su presencia y grado
de micorrizacion.

« A los 10 dias de micorrizadas las plantas, se aplicé 300g/ planta de un
biopreparado soélido a base de Trichoderma harzianum con titulo de 10°
conidias/ml.

- Alos 7 dias a partir de la aplicacion de T. harzianum, se procedio con la

inoculacion de picudos.

4 EPIFITIAS DE LOS FITOPATOGENOS

Una vez inoculadas las parcelas con los diferentes agentes fitopatdgenos, en
el caso de Fusarium, los primeros sintomas se observaron a partir los 8 meses por el
amarillamiento de las hojas y marchitamiento total del follaje en una planta ubicada en
el centro de la parcela amenazando con la muerte de la misma, de manera simultanea
en el caso Erwinia, se evidencio la pudricion en partes del pseudotallo en varias plantas
sin riesgo de muerte de las plantas; en la parcela MIP en la cual se inoculo ambos
fitopatdgenos los sintomas fueron ligeros o casi nulos, debido al manejo con las diferentes
estrategias agrondmicas.

La infestacion por picudos en rizomas de cada parcela, de al menos 4 plantas al
cierre del experimento, censando las galerias de picudo y el nimero de larvas encontradas,
utilizando el barema de notacién del coeficiente de infestacion segun la metodologia del
INISAV (2011), arrojo los resultados que se muestran en la tabla 2 y figura 2.

Tabla 2. Indice de dafios por picudo en cada variante experimental. Comparacién multiple de media segun prueba
de Tukey al 5% de significacion.

VARIANTES EXPERIMENTAL Porcentaje de lesiones del | Poblacion (%) relativa pupa-
rizoma/cm? adulto
V1 TESTIGO 17° 21°
(Infeccion natural)
V2: INOCULADA 39¢ 38°
(Inéculos bacteriano Erwinia sp.)
V3: INOCULADA 40° 37°
(Inéculo fangico Fusarium sp.)
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VARIANTES EXPERIMENTAL Porcentaje de lesiones del | Poblacion (%) relativa pupa-
rizoma/cm? adulto
V4: MANEJO DE PLANTACION
(Ambos inéculos) 9a 11a
Gran Media 26.3 26.8
Desv. Estandar 4.83 5.28
Error tipico 242 264
CV (%) 18.4 197
Figura 2. Danos por picudos.
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De igual modo al cabo de las 10 semanas post-inoculadas con picudos en estadio
de pupa y adulto, se confirmé a partir de raices de platano obtenidas de cada una de
las parcelas experimental donde fueron inoculados los picudos, la presencia de forma
diferenciada de lesiones causadas por nematodos. La tabla 3, muestra el porcentaje de
lesiones (grado de cobertura en cm?) y de presencia de nematodos identificados solo
hasta género.

Tabla 3. Porcentaje de lesiones de nematodos lesionadores de raices y conteo de larvas juveniles de nematodos/
cm?® del licuado de 10 g de raices.

VARIANTES Nematodos lesionadores Porcentaje de Poblacion
EXPERIMENTAL (géneros) lesiones/cm?de raiz | (larvas /cm?3)
V1: TESTIGO Radopholus 38 34
Pratylenchus 34 29
Helicotylenchus 1 17
V2: INOCULADA Radopholus 31 55
(Erwinia sp.) Pratylenchus 24 39
Helicotylenchus 13 1

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 14



VARIANTES Nematodos lesionadores Porcentaje de Poblacion
EXPERIMENTAL (géneros) lesiones/cm? de raiz | (larvas /cm?)
V3: INOCULADA Radopholus 34 71
(Fusarium sp.) Pratylenchus 27 12
Helicotylenchus 17 10
V4: MANEJO DE Radopholus 15 a4
PLANTACION Pratylenchus 9 29
Helicotylenchus o [0}
COMPORTAMIENTO Radopholus 30 51
PROMEDIO DE LA PARCELA | Pratylenchus 24 21
EXPERIMENTAL Helicotylenchus 10 20

En la investigacion, se obtuvo valores que alcanzaron hasta el 40% de lesiones
del rizoma/cm?, valores considerados por Ploetz et. al., (2009), elevados, sobre todo
tratandose de una plantacion de menos de un afo, independientemente que su infestacion
fue inducida de forma artificial, en correspondencia con las poblaciones (%) relativa pupa-
adulto registradas oscilantes entre 15 y 31%, tal como se muestra en la tabla 2.

En relacion con los nematodos lesionadores de raices del platano, los resultados
registrados en la tabla 3, muestran tanto en muestras de suelo como de raices, predominio
del género Radopholus seguido por Pratylenchus, y Helicotylenchus, coincidiendo con los
reportes de los Annales Nematoda del 2014.

Diferentes estrategias con la finalidad de enfrentar esta problematica fueron
puestas en practicas y validadas en la Variante experimental 4 (MIP), concebida al
respecto, entre ellas con evidencias fehacientes, los aportes de las diferentes estrategias
implementadas desde la desinfeccion de la semilla agamica para la siembra, que incluyo
mondado profundo, inmersién en agua caliente (60° C) y al refrescar en una suspension
de Beauveria bassiana con titulo 108 conidios/ml., como la micorrizacién en el momento
de la siembra con el endofito MVA G. intrarradis, y la aplicacion de T. harzianum a los 15
dias de la siembra evitando que su efecto antagonista afectara la micorrizacion tal como
refieren Collins, Nancy; & Pfleger (2012) y mas reciente Simoén y Pérez-Vicente (2021).

La puesta de trampas en diferentes sitios con pedazos de cormos inoculados
con Beauveria bassiana, revisadas cada 21 dias y renovadas una vez en descomposicion,
recolectando picudos vivos y muertos de la parcela propiciaron ademas de su registro
y cuantificacion de su incidencia, reducir paulatinamente las poblaciones de la plaga,
acentuado este proceso con la colocacion de tramas de feromonas (Simoén y Pérez-
Vicente 2021).

La parcela bajo principio de MIP, permanecio libre de malezas y se intercalaron
cultivos enriquecedores de flora benéfica como lo es la soya, frejol, y mani, que propiciaron

la biodiversidad de la fauna benéfica de artropodos entomoéfagos.
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No obstante, a juicio propio uno de los elementos fundamentales del manejo
lo constituyd la micorrizacion de las plantas con edofitos adaptados, logrando su
establecimiento al menos en un 33% del area/cm? como promedio de raices cubiertas
por arbusculos micorrizogenos y un 13% de vesiculas aisladas por cm?, parametros
considerados por Collins, Nancy; & Pfleger (2012) de buenos.

En principio todas las estrategias implementadas, permitieron obtener los
resultados presentados en la tabla 4, cuyos indices de infestacion por fitopatdgenos no
rebasaron para el caso de Erwinia sp., el 9%, por Fusarium sp., el 7% y por nematodos
lesionadores el 18%.

Al cierre de la investigacion, el indice de infestacion causado por fitopatdgenos
bacterianos (Erwinia sp.), fungosos (Fusarium spp.), y nematodos lesionadores registrados
en la tabla 3, corrobora la hipotesis propuesta por Simon (20182,°), de la responsabilidad
directa de picudos y nematodos en la diseminacion de los fitopatogenos, a su vez, el
efecto positivo de la micorrizacion del cultivo de platano en el control del complejo
bioldgico nocivo picudos - nematodos - fitopatdgenos.

En relacion a los nematodos lesionadores de raices del platano, los resultados
tanto en suelo como en raices, mostraron predominio del género Radopholus seguido por
Pratylenchus, y Helicotylenchus, considerandose como plagas silenciosas, constituyendo
hoy dia una de las principales problematicas fitosanitarias del Ecuador, por encontrarse
distribuidos por todos los suelos bien por desconocimiento o malas practicas agricolas.

La micorrizacion de las plantas inoculadas con el edofito adaptado G. intrarradices,
logré su establecimiento al menos un 33% del area/cm? de raices como promedio cubiertas
por arbusculos micorrizogenos con un 13% de vesiculas aisladas por cm?, constituyendo
un elemento importante dentro del manejo y proteccion del cultivo de platano.

Tabla 3. indice de infestacion por fitopatégenos en cada variante experimental. Comparacion muiltiple de media
segun prueba de Tukey al 5% de significacion.

VARIANTES indice de indice de infestacion indice de
EXPERIMENTAL infestacion (%) por (%) por Fusarium sp. | infestacion (%) por
Erwinia sp. nematodos
Vi TESTIGO 190 170 102
(Infeccion natural)
V2: INOCULADA 39¢ 31° 39¢
(Inéculo Erwinia)
V3: INOCULADA 29be 404 40°
(Inéculo Fusarium)
V4: MANEJO DE 9a 74 18
PLANTACION
Gran Media 24.0 23.8 28.2
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VARIANTES indice de indice de infestacion indice de
EXPERIMENTAL infestacion (%) por (%) por Fusarium sp. | infestacion (%) por
Erwinia sp. nematodos
Desv. Estandar 4.56 5.71 4.51
Error tipico 2.28 2.86 2.26
CV (%) 191 24.0 16.0

Figura 3. Infestacion por fitopatdgenos.
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5 CONCLUSIONES

e Se corrobora la hipotesis de participacion directa de picudos y nematodos en
la incidencia, distribucién e infestacién del complejo fitopatogénico nocivo del
platano, causando dafos por picudos al menos de hasta el 40 % de lesiones
del rizoma/cm?, en correspondencia con la poblacion (%) relativa pupa-adulto
oscilantes entre 15 y 31%.

- Al cierre de la investigacion, los indices de infestacion causados por
fitopatdogenos en la variante protegida correspondiente al MIP, no rebasaron
para el caso de Erwinia sp., el 9%, por Fusarium sp., el 7% y por nematodos
lesionadores el 18%, contrastando con las variantes no protegidas con indices

de infestacion oscilantes de este complejo fitopatogénicos entre el 29 y 40%.
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RESUMEN: La salinidad es uno de los
principales problemas que pueden limitar
la produccion de los cultivos bajo riego, la
misma generalmente esta asociada a un
manejo incorrecto. El objetivo del estudio fue
monitorear la evolucion de la salinidad en suelos
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con cultivos de arandanos bajo riego. La zona
de estudio comprendid tres establecimientos
del norte de la provincia de Buenos Aires. Para
el disefio estadistico se tomaron como unidad
de andlisis los lotes de cada establecimiento,
en cada lote se realizaron dos repeticiones.
El tamafno de muestra fue disefiado para un
error de muestreo del 5% con respecto a la
media de la conductividad eléctrica del suelo
(CEes). El agua de riego utilizada en la zona,
presenta valores de salinidad del orden de 0,7
dS.m-1 con una desviacion estandar de 011, el
RAS tiene valores de 5,4 con una desviacion
estandar de 3,1. Segun la clasificacion de
Riverside la calidad de agua de riego de la zona
corresponde a las categorias C3-S1, C2-S1,
C3-S2 y C2-S2. Se realizaron dos muestreos
en diferentes momentos, una antes de que se
implantaran los cultivos de arandanos y otra
dos anos después de implantados. En cada
uno de los sitios se extrajo muestras de suelo
a una profundidad de 0-25 cm, en las cuales se
determino la CEes, por el método del extracto
de saturacion (USDA), corregida a temperatura
de 25°C. La CEes del suelo de la zona de
estudio ronda valores de 0,38 dS.m-1 con una
desviacion estandar de 0,18. Luego de dos afos
de cultivo la CEes del suelo alcanzé valores de
3,1 dS.m-1 con una desviacién estandar de 2,47.
El presente trabajo demuestra que la CEes del
suelo aumento significativamente (a < 0,05) en
el area de estudio luego de dos afos de cultivo
bajo riego.

PALABRAS CLAVE: Salinidad. Riego. Agua.
Arandanos. Productividad.
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EVOLUTION OF SALINITY IN SOILS WITH BLUEBERRY CROPS UNDER DRIP
IRRIGATION IN THE NORTH OF THE PROVINCE OF BUENOS AIRES

ABSTRACT: Salinity is one of the main problems that can limit the production of crops
under irrigation, it is usually associated with incorrect management. The objective of the
study was to monitor the evolution of salinity in soils with blueberry crops under irrigation.
The study area comprised three establishments in the north of the province of Buenos
Aires. For the statistical design, the lots of each establishment were taken as a unit of
analysis, in each batch two repetitions were carried out. The sample size was designed
for a sampling error of 5% with respect to the mean electrical conductivity of the soil
(CEEs). The irrigation water used in the area, presents salinity values of the order of
0.7 dS.m-1 with a standard deviation of 011, the RAS has values of 5.4 with a standard
deviation of 31. According to the Riverside classification, the irrigation water quality of
the area corresponds to categories C3-S1, C2-S1, C3-S2 and C2-S2. Two samples were
carried out at different times, one before the blueberry crops were implanted and another
two years after they were implanted. At each of the sites, soil samples were extracted
at a depth of 0-25 cm, in which the CEes were determined, by the saturation extract
method (USDA), corrected to a temperature of 25°C. The CEes of the soil of the study
area are around values of 0.38 dS.m-1 with a standard deviation of 018. After two years
of cultivation, soil ECs reached values of 31 dS.m-1 with a standard deviation of 2.47. The
present work shows that soil EQs increased significantly (a < 0.05) in the study area after
two years of cultivation under irrigation.

KEYWORDS: Salinity. Irrigation. Water. Blueberries. Productivity.

1INTRODUCCION

El riego es el principal consumidor de agua a nivel mundial y constituye una
herramienta estratégica para enfrentar la crisis de la alimentacion del mundo. La salinidad
es una de las principales limitantes de la produccién de los cultivos bajo riego, estos
problemas generalmente son el resultado del manejo incorrecto. El proceso de salinizacion
de los suelos esta dado por las sales solubles que son facilmente transportadas por el
agua y que se acumulan en la zona radical de los cultivos por aporte directo del riego.

En la region pampeana humeda y sub-himeda, el riego es complementario a
las lluvias, siendo la fuente mas comun el agua subterranea, en esta region la misma se
caracteriza por su elevado contenido de bicarbonato de sodio (Galindo et al., 2007). Los
valores de pH rondan valores de 8-8,5 y las conductividades eléctricas van desde 1a 1,5
dS m-1, superando incluso en algunas zonas estos valores (Lang et al., 2013).

Los impactos ambientales del riego vienen estudiandose en la region pampeana
humeda en forma lenta, aislada y desordenada desde principios de la década de 1970.
Algunos autores reportaron que el riego incrementé significativamente el pHy el porcentaje

de sodio intercambiable, sin generar aumentos significativos en la conductividad eléctrica
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(Peinemann et al., 1998; Costa, 1999; Pilatti et al., 2006; Mon, et al., 2007; Torres Duggan et
al., 2012). Otros autores encontraron leves aumentos de salinidad en suelos bajo riego en
la region humeda pampeana (Vasquez et al., 2006; Aparicio et al., 2014). El manejo diario
preciso de los sistemas de riego en arandanos, siguiendo el potencial agua del suelo, es
esencial para el buen uso del recurso y la mayor productividad del cultivo (Pannunzio
et al, 2022; Pannunzio, 2019. Los principales efectos de la salinidad del suelo en una
plantacion de arandanos son la reduccion de biomasa de raices, tallo, hojas, area foliar,
altura de la planta (Erb et al, 1993), disminucion de la biomasa radical (Hsiao, 1973) y del
crecimiento de sus hojas (Matsuday Riazi, 1981) pérdida de turgencia (Leidi y Pardo, 2002),
disminucion del contenido de clorofila (Wright, 1993), disminucion del peso y tamafo en
frutos (Mingeau, 2001), concentracion de azucares (Ehret, 2012), y el peso de la materia
fresca y seca de raiz, tallo y hoja (Balaguera, 2008; Bryla y Machado, 2011) y en casos
extremos si la transpiracion excede la cantidad de agua absorbida por las raices puede
causar la muerte de la planta (Luna et al., 2012). El arandano ocupa el tercer lugar entre
las frutas de exportacion de la Argentina y abastece al mercado interno durante ocho
meses al ano, de junio a enero. Este cultivo originario del hemisferio norte, fue introducido
en la Argentina a finales de la década del "90. Actualmente, la produccion se divide en
tres regiones principales: NOA, con las provincias de Salta, Tucuman y Catamarca (1.308
hectéareas); NEA, en Corrientes y Entre Rios (1.040 hectareas) y la regién central con
Buenos Aires (402 hectareas).

El arandano tiene un sistema radical superficial y de poca extension, debido a
estas caracteristicas su capacidad de absorcion de agua y nutrientes es limitada. Se trata
de un cultivo fruticola intensivo, que requiere un adecuado plan de fertilizacion y riego. Por
este motivo un inadecuado manejo incrementa el riesgo de salinizacién del suelo.

El manejo de las sales en el suelo puede controlarse con distintos métodos de
riego localizado, dependiendo de los caudales, tipo de emisores, diametros de mojado,
solapamiento y profundidad del suelo, siendo el factor limitante el contenido salino
del agua de riego utilizada (Osorio y Cesped, 2000). El estrés osmotico o lo que es
consecuencia del mismo, el estrés hidrico y salino, es uno de los principales factores de
estrés abidtico con efecto negativo en la produccion de plantas cultivadas en el mundo
(Lamz y Gonzalez, 2014). El estrés hidrico ejerce un mayor impacto en el crecimiento
y produccion de las plantas de arandano a diferencia del estrés salino, el cual puede
aumentar el tamano del fruto cuando se aplica un potencial osmético igual a -0.41 MPa.
(Salgado et al, 2018)

El objetivo de esta investigacion fue monitorear la evolucion de la salinidad del

suelo con cultivo de arandanos bajo riego por goteo.
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2 MATERIALES Y METODOS

La zona de estudio comprende las localidades de Solis y Zarate, ubicadas al norte
de la provincia de Buenos Aires. Esta region corresponde a un clima templado humedo,
con precipitaciones anuales promedio del orden de los 1.000 mm. Para la investigacion se
seleccionaron tres establecimientos, el criterio de seleccion fue incluir distintos manejos
del riego y la fertilizacion.

Para el disefno estadistico se tomaron como unidad de analisis los cinco lotes
de cada establecimiento, en cada lote se realizaron dos repeticiones. El tamano de
muestra fue disefado para un error de muestreo del 5% con respecto a la media de la
conductividad eléctrica del suelo (CEes). Como valor de referencia de CEes del suelo se
tomaron tres valores de cada establecimiento antes de que se implantara el cultivo.

Se realizé un analisis textural y quimico de los suelos a una profundidad de
0-25 cm. Para determinar la calidad de la fuente de agua se efectud un analisis del
agua subterranea con la clasificacion Riverside, en dieciséis perforaciones de la zona,
incluyendo las perforaciones de los establecimientos seleccionados.

En cada uno de las unidades de analisis se extrajo muestras de suelo a una
profundidad de 0-25 cm, en las cuales se determiné la CEes, por el método del extracto
de saturacion (USDA), corregida a temperatura de 25°C. El monitoreo se realizé en dos
momentos, el primero fue anterior a la implantacion del cultivo en el afio 2005 (CEes afno
0) y el siguiente con dos afnos de implantado en el afio 2007 (CEes afio 2). La normalidad
de la variable CEes del suelo se analizd con el test de Kolmogorov. Dentro de cada
momento de muestreo se calcularon medidas de posicion y dispersion de las muestras.
A partir del test de Wilcoxon se compararon las medianas a fin de identificar diferencias

significativas (a < 0,05) entre ellas.

3 RESULTADOS

El analisis textural y quimico muestra que los suelos del estudio tienen una textura
limo arcillosa y una CEes que ronda valores de 0,38 dS.m-1 con una desviacion estandar
de 0,18 (tabla 1). El agua de riego presenta valores de salinidad del orden de 0,7 dS.m-1con
una desviacion estandar de 0,11, el RAS tiene valores de 5,4 con una desviacion estandar
de 3,1 (tabla 2). Con respecto a la calidad del agua para riego segun la clasificacion de
Riverside corresponde a las categorias C3-S1, C2-S1, C3-S2 y C2-S2, resultando algunas
fuentes aptas para riego y otras utilizables con precauciones de uso.
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Tabla 1. Textura y parametros quimicos de los suelos de la zona de estudio sin cultivo.
Profundidad (cm) | % arena | %limo | % arcilla | pH CE (mmhos/cm) | CEC (meq/100g)
0-25 10,00 68,50 21,50 740 0,30 17,00
25-50 8,50 74,00 17,50 7,30 0,40 21,00

Tabla 2. Salinidad y RAS de las perforaciones de la zona de estudio.

Perforacion CE (dS.m") RAS
1 0,798 2,9
2 0,67 0,8
3 0,66 57
4 0,79 8,6
5 0,458 8,6
6 0,67 9,5
7 0,78 2,6
8 0,74 3,6
9 0,69 10,1

10 0,78 1,8
1 0,45 1,2
12 0,75 2,8
13 0,68 7,2
14 0,77 75
15 0,68 7,2
16 0,72 73

Enelgrafico1se observanlosvalores de CEes del suelo paralos tres establecimiento
(A, By C), para suelo sin cultivo (suelo virgen) y para suelo con dos afnos de cultivo de
arandanos. Hay una diferencia entre los valores de CEes de los distintos establecimientos,
las mismas pueden deberse a los diferentes manejos de los planes de riego y fertilizacion o
a la diferente calidad de las fuentes de agua. Seria necesario un andlisis de estos factores

para ver la incidencia en el aumento de la salinidad de los suelos.

Grafico 1. Valores de CEes del suelo para los distintos establecimientos para los dos momentos de muestreo. Suelo
virgen (afo 0), suelo arandano (afo 2).
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La aplicacion del Test de Kolmogorov para la variable CEes permitio rechazar
la hipotesis de normalidad de las muestras en ambos momentos de muestreo. En la
tabla 3 se muestran las medidas de posicion y dispersion de ambos muestreos. En la
figura 1 se observan los diagramas de caja, hay un incremento de la variable CEes en el
tiempo y una mayor dispersion de los datos, esta mayor dispersion de los datos puede
deberse a distintos manejos de los establecimiento o a distintas calidades de agua, como
se menciond anteriormente. En el ano 2 el 50% de los valores supera los 3,50 dS.m-1,
mientras que en afo 0 el 50% superod solo los 0,30 dS.m-1. En el afo 2 se observa la
mayor dispersion de los valores de la CEes entre el 0 y 50% de la poblacion. El test de
Wilcoxon mostro una diferencia significativa (a < 0,05), dejando en evidencia un aumento
de la salinidad del suelo luego de dos aros de cultivo.

Esta tendencia al incremento de la salinidad puede deberse a varios factores, la
calidad de agua para riego en algunas perforaciones segun la clasificacion de Riverside
fue utilizable con precauciones de uso. Seria necesario analizar el manejo realizado en
cada establecimiento con el fin de encontrar una asociacion entre el manejo del riego y
la evolucion de la salinidad del suelo. En los graficos 3 y 4 pueden observarse los valores
de precipitacion y evapotranspiracion de la estacion meteoroldgica del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de San Pedro para el periodo 2005-2007. Se observa
que tanto la tendencia de la evapotranspiracion de referencia como de las precipitaciones

en el periodo de estudio son similares, sélo hay un valor extremo de precipitacion en

marzo de 2007.
Tabla 3. Salinidad del extracto de saturacion del suelo (CEes). Medidas de posicion y dispersion (campanas 1y 2).
Media N Desv. tip. | Mediana | Maximo | Minimo | Varianza
CEes ano 0 0,37 9,00 0,18 0,30 0,80 0,20 0,03
CEes afo 2 3,21 30,00 2,70 2,00 8,90 0,30 7,31

Figura 1. Diagrama de caja y bigotes para las campanas O y 2.
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Grafico 2. Precipitacion mensual 2005, 2006 y 2007 para la Estacion Meteoroldgica INTA San Pedro.
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Grafico 3. Evapotranspiracion de referencia con Tanque Tipo A 2005, 2006 y 2007 para la Estacion Meteoroldgica
INTA San Pedro.
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4 CONCLUSION

Del siguiente trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1) La CEes en el suelo aumento significativamente (a < 0,05) en el area de
estudio entre los afios O y 2.

2) La calidad del agua de riego de la zona de estudio es apta y utilizable con
precauciones de uso.

3) Seria necesario ampliar el presente estudio y evaluar el efecto del manejo del
riego y la fertilizacion de cada establecimiento sobre la salinidad.

4) Estainformacion contribuye a la gestion del recurso hidrico para el riego.
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RESUMEN: Se evaluaron tres hibridos
de maiz bajo tres niveles de fertilizacion
nitrogenada (50, 100 y 150 kg de N/ha) entre
la aspersiéon y goteo por fertiriego durante
la estacion seca en la Granja Experimental
Agricola de la ESPOL (Escuela Superior
Politécnica del Litoral), Guayaquil, Guayas,
Ecuador. El suelo donde se implemento el
experimento se clasifica como Vertisol y es
conocido como de alta fertilidad, teniendo en
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cuenta su alto contenido de mineral arcilloso
tipo 2:1 tal como montmorillonita y/o ilita. Para
el valor promedio de la CIC y la saturacion
de bases en la superficie, 41,9meq/100g
y 994%, respectivamente). Los hibridos
que se experimentaron son: Pioneer 4039
(P4039), Advanta 9313 (AV9313) y Advanta
9139 (AV9139), respectivamente. En el area
experimental, se aplicaron 50 kg de P,O, y
50 kg de K,O/ha, respectivamente. Sobre el
rendimiento del grano con 14% de la humedad,
se observo la diferencia significativa al 1% para
el sistema del riego y al 5% para el Hibrido,
respectivamente. Aunque fue el mas alto
rendimiento para el AV9139, se observo una
tendencia negativa de acuerdo con la mayor
dosis de nitrégeno. Recomendandose el
hibrido AV 9139 con la fertilizacion de 50kgN/
ha en el goteo por fertiriego de acuerdo con
los resultados obtenidos.

PALABRAS CLAVE: Aspersion. Beneficio
neto. Fertilizacion nitrogenada. Goteo por
fertiriego. Vertisol.

EVALUATION OF THE GRAIN YIELD WITH
THREE HYBRIDS ASSOCIATED WITH
THREE LEVELS OF THE NITROGEN
FERTILIZATION ON CORN CULTURE
BETWEEN SPRINKLER  AND DRIP
IRRIGETION BY LIQUID FERTILIZERS
DURING DRY SEASON AT THE SOIL
VERTISOL

ABSTRACT: It was evaluated three hybrids
of corn under the three levels of the nitrogen
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application (50, 100 and 500kgN/ha) during the rainy season at the Experimental Field in
the ESPOL (Politechnique Superior School of Litoral), Guayaquil, Guayas, Ecuador. The
soil where the experiment was implemented is classified as Vertisol and it is known as
high fertility, taking into account for its high content of type 2: 1 clay mineral such as
montmorillonite and / or illite. It was 41,9 meq/100g for CEC and 99,4% for the base
saturation, respectively. These hybrids which were experimented are: Pioneer 4039
(P4039), Advanta 9313 (AV9313) and Advanta 9139 (AV9139), respectively. On the
experimental area, it was applied 50kgP,0, and 50kgK,0O/ha, respectively. About the grain
yield with 14% moisture, it was observed the significant difference at 1% for the irrigation
system and at 5% for hybrid, respectively. Although it was the highest performance for
the AV9139, it was observed the negative trend in accordance with the higher nitrogen
amounts. Recommending the hybrid AV 9139 with the application of 50kgN/ha on the drip
irrigation by liquid fertilizers according to the obtained results.

KEYWORDS: Drip irrigation by liquid fertilizers. Net profit. Nitrogen fertilization. Sprinkler.
Vertisol.

AVALIACAO DO RENDIMENTO DO GRAO COM OS TRES HIBRIDOS ASSOCIADOS

COM TRES NIVEIS DA FERTILIZALCAO NITROGENADA NA CULTURA DE MILHO

ENTRE A ASPERSAO E GOTEJO POR FERTIRIEGO DURANTE A ESTAGAO SECA EM
UM SOLO VERTISSOLO

RESUMO: Avaliaram-se trés hibridos de milho sob trés niveis de fertilizagdo com
nitrogénio (50, 100 e 150kgN/kg) entre aspersao e gotejamento por fertirrigacado durante
a estacdo seca na Fazenda Experimental Agricola ESPOL (Escola Superior Politécnica
do Litoral), Guayaquil, Guayas, Equador. O solo onde foi realizado o experimento &
classificado como Vertissolo e é conhecido como de alta fertilidade, devido ao seu alto
teor de mineral algiloso tipo 2:1, como montmorilonita e/ou ilita. Para o valor médio de
CTC e saturacao de bases na superficie, 41,9 meq/100g e 99,4%, respectivamente). Os
hibridos testados séo: Pioneer 4039 (P 4039), Advanta 9313 (AV9313) e Advanta (9139),
respectivamente. Na, area experimental, foram aplicados 50kgP205 e 50kg de K20/
ha, respectivamente. Sobre o rendimento de graos com 14% de umidade, observou-
se a diferenca significativa a 1% para o sistema da irrigacdo e a 5% para o Hibrido,
respectivamente. Embora foi o mais alto rendimento para o AV9139, observou-se uma
tendéncia negativa de acordo com a maior dose de nitrogénio. Recomenda-se o hibrido
AV 9139 com a aplicacdo de 50kgN/ha no gotejamento por fertirrigacdo de acordo com
os resultados obtidos.

PALAVRAS-CHAVE: Aspersao. Beneficio neto. Fertilizagdo com nitrogénio. Gotejo por
fertiriego. Vertissolo.

1INTRODUCCION

El Maiz es una planta de facil desarrollo y de producciéon anual, pertenece al
género de las Zeas, de nombre cientifico Zea mays, familia de las gramineas. El maiz

amarillo duro (tipo cristalino) que se produce en Ecuador, es de excelente calidad tanto
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para la elaboracion de alimentos balanceados como para las industrias de consumo
humano; debido a su elevado contenido de fibra, carbohidratos, caroteno y el alto
nivel de rendimiento en la molienda, asi como por sus precios, nuestro maiz es de
gran aceptacion en paises fronterizos. De la produccion nacional de maiz, la avicultura
consume el 57%, alimentos balanceados para otros animales 6%, exportacion a
Colombia 25%, industrias de consumo humano 4%, el resto sirve para el autoconsumo
y semilla.

Ademas, Ecuador tiene la capacidad de exportar subproductos del maiz, tales
como la sémola. Estos productos son utilizados para elaborar polenta, arepas y snacks.
Es muy importante que se realice el cultivo y se produce el grano de maiz como cultivo

multiple en el pais, y se planifico el cultivo en la provincia de Guayas.

2 MATERIALES Y METODOS
21FERTILIZACION DEL N, HIBRIDO Y SIEMBRA

Se sembro los tres hibridos maiz asociados con los tres niveles de la fertilizacion
nitrogenada (50, 100 y 150kgN/ha) durante la estacion seca (del mayo al diciembre),
comparando con la aspersion y goteo por fertiriego como sistema del riego en la
granja experimental de la ESPOL (Escuela Superior Politécnica del Litoral), Guayaquil,
Guayas, Ecuador.

Para el suelo, se clasifica Vertisol y es conocido como muy alta fertilidad, teniendo
en cuenta alto contenido de mineral arcilloso tipo 2:1 tal como montmorillonita y/o ilita.
Como hibrido, se utilizd Pioneer 4039 (P4039), Advanta 9313 (AV9313) y Advanta 9139
(AV9139), respectivamente.

En cada suelo, se preparo 734,4 m? y se separo las 9 subparcelas (81,6m?=10m
x 8,16m), y se destind los tres hibridos al azar con tres repeticiones. Ademas, en cada
subparcela, se separo las 3 sub sub parcelas (2,72m?=8,16/3), y se destino los tres niveles
de la fertilizacion nitrogenada (50, 100 y 150kgN/ha) al azar.

La siembra del maiz se realizé en hileras a una distancia de 80 cm entre hileras y

20 cm entre plantas, dejando 1 planta por hoyo, totalmente, 62500 plantas/ha.

2.2 FERTILIZACION TOTAL POR LA ASPERSION

En cada subparcela se separaron tres subparcelas de 27,2m?, con los tres niveles
de fertilizacion nitrogenada (50, 100 y 150kgN/ha) al azar (31y 81y 139kgN/ha, usando

Bonaza nitro cuyo contenido de 38%N).
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Para la fertilizacion fosfatada, se utilizdé el fertilizante comercial DAP
(18%N-46%P,0,-0%K,0) aplicandose 50kgP,0,/ha en cada tratamiento. Al mismo
tiempo, se aplicd 19kgN/ha en todos los tratamientos por el DAP, totalmente, fue de
50, 100 y 150kgN/ha en cada tratamiento nitrogenado. Para la fertilizacion potasica se
aplicaron 50 kgK,O/ha, usando el KCI (0-0-60%K,0), al igual que el caso del Bonanza
nitro, se lo aplico, separando las tres épocas. Para la fertilizacion nitrogenada, se separé
las tres épocas como 7, 30 y 60 dias después de la siembra. Ademas, la potasica, se
aplicé 50kgK,O/ha, usando el KCI (0-0-60%K,0), al igual que el caso del Bonanza
nitro, se lo aplicé, separando las tres épocas (28kg/ha del KCl en cada época) con la

Bonanza Nitro.

2.3 FERTILIZACION TOTAL POR EL GOTEO POR FERTIRIEGO

A diferencia del caso de la aspersion (fertilizacion manual en banda), se realizo el
calculo de la cantidad de cada fertilizante para el goteo por fertiriego. Normalmente es
necesario cultivar el maiz durante 120 dias desde la siembra hasta la cosecha. Al llegar
a la floracion, es alrededor de 100 dias. Luego, al cambiar de escenario vegetativo al
reproductivo, la planta no absorbe los nutrientes y se mueve del tallo y hoja al grano en el
cuerpo vegetal para los nutrientes tales como Ny P.

Para los fertilizantes usados, se dividio 28 veces (para 100 dias, las 14 semanas,
simplemente, y se aplicé dos veces a la semana a través del goteo por fertiriego,
totalmente 28 veces). Por lo eso, para el Bonanza nitro cuyo contenido de 38%N, se
aplicaron 132kg (50kgN/ha), 263kg (100kgN/ha) y 395kg (150kgN/ha), fue de 4.7,9.4 y
14.1kg/ha por una vez del Bonanza nitro, respectivamente. Para fosforo, se utilizd Mono
Fosfato de Potasio (MFP) (0-52-34) y se aplico 96kg/ha del MFK (50kgP,0,/ha). Por
eso, por dividido por 28, fue de 3.4kg/ha/vez del MFK a través del goteo por fertiriego
por una vez en cada tratamiento. Para el potasio, al aplicar 96kg/ha del MFK, se incluy6
33kgK,0O/ha. Por eso, es necesario que compense 19kgK,O/ha como el KClI para que
controle 50kgK,0/ha en cada tratamiento. Por lo tanto, se utilizo KCI (0-0-60) y se aplico
29kgK,0O/ha [(50-33) x 100/60 = 29]. Para todos los fertilizantes usados, se puede
disolver por el agua irrigada y se los puede utilizar en el goteo por fertiriego. Como
ventaja, se puede eliminar el mano de obra para la fertilizacion manual en el tratamiento
con la aspersion durante la estacion seca.

La Foto N°1 muestra dos tipos de la irrigacion (Aspersion y Goteo por fertiriego)

en el cultivo de maiz en la granja experimental.
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Foto Ne1. Cultivo de maiz bajo condicion de la aspersion y del goteo por fertiriego en la granja experimental,
ESPOL, 2019.

2.4 HERBICIDA Y COSECHA EN LOS DOS SISTEMAS DEL RIEGO

Para el control de arvenses se aplico 150 ml del herbicida paraquat por 20L de
agua. Antes de la cosecha, se realizo la evaluacion de las caracteristicas agrondmicas,
tales como: altura de planta y longitud de hoja, al azar con 10 plantas cada dos hileras.

Se realizo la cosecha en el area util (2,0m x 1,6m = 3,2 m?). Una vez obtenida una
humedad del grano del 14%, se pesaron los tratamientos convirtiéndolos a kg/ha, usando
los rendimientos obtenidos en el area util. Luego, se realizé el tratamiento estadistico
(Arreglo en parcelas divididas sobre Trifactoriales), para el rendimiento del grano (kg/ha),

respectivamente.

Figura N°1. Area util en cada tratamiento.
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2.5 AREA UTIL PARA CADA TRATAMIENTO DEL MAIZ

La Figura N°1 muestra area util para la evaluacién del rendimiento del grano. Para
el maiz se sembrd 0,8m entre hileras por 0,2m entre plantas. Como el area util, 0,4m +
0,8m + 0,4m = 1,6m como hilera, 0,jm + 0,2 x 9 plantas + O,im = 2,0m como plantas. Por

eso, 1,6m x 2,0m = 3,2 m? como el area util.
3 RESULTADOS Y DISCUSION

31CARACTERISTICA QUIMICADEL SUELOANTESDE LASIEMBRAY FERTILIZACION

Se clasifica como Vertisol (Taxonomia del suelo por EUA) en la granja experimental
en la ESPOL. La Tabla N°1 muestra la propiedad quimica del suelo en los tratamientos de
aspersion y de goteo por fertiriego, respectivamente. Se realizé el andlisis en el noviembre

del 2018 antes de realizar el experimento.

Tabla N°1. Propiedad quimica del suelo en la aspersion y goteo por fertiriego.

Muestra del suelo pH EC | Disponible Intercambiable clc Sat. Bases | MO
Superficie HO | 111 P K | ca| Mg | na
(0-15¢cm) 11 |(uS/icm)|  (mglL) cmol,/kg (%) (%)
Aspersion 69 | 83 0.50 072 | 247 | 141 | 012 30.9 99.2 5.36
Goteo por fertiriego 69 | 90 0.99 089 | 286 | 141 | 0.18 43.9 9.7 6.55

Basicamente, para el pH, fue de 6,9 y la condicion nuestra en el suelo. Teniendo
en cuenta ser suelo Vertisol con alto contenido de mineral arcilloso tipo 2:1, se observo
alto valor para la CIC (Capacidad de Intercambio Catidnico) en los sitios, por lo que fue
de alrededor de 100% para la saturacion de bases. Por otro lado, para la MO (materia
organica), fue de mas de 5% y alto en los dos sitios. Por el contrario, para el P fue muy
bajo, por lo que es necesario aplicar la cantidad adecuada para aumentar la fertilidad
fosfatada del suelo.

3.2 RENDIMIENTO DEL GRANO DEL MAizZ

Sobre el rendimiento del grano, se pudo esperar muy alto rendimiento en todos los
rendimientos, teniendo en cuenta muy alta fertilidad del suelo con evaluacion del area util

pequeio (1,6m x 2,0m = 3,2 m?). A continuacion, explica los resultados obtenidos.

3.2.1 Rendimiento en cada hibrido

De los resultados de analisis de varianza, se observo la diferencia significativa al

1% para la Estacién y para 5% para el Hibrido, respectivamente.
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La Figura N°2 muestra la comparacion del rendimiento del grano en cada
tratamiento de acuerdo con la fertilizacidon nitrogenada en el P 4039. Relativamente, se

observo el mas alto rendimiento para el goteo por fertiriego.

Figura N°2. Comparacion del rendimiento del grano en cada tratamiento de acuerdo con la fertilizacién nitrogenada

en el P 4039.
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Figura N°3. Comparacion del rendimiento del grano en cada tratamiento de acuerdo con la fertilizacion nitrogenada

en la AV9313.
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La Figura N°3 muestra la comparacion del rendimiento del grano en cada
tratamiento de acuerdo con la fertilizacion nitrogenada en la AV9313. Se observo el mas
alto rendimiento para el tratamiento, dependiendo lluvia con 150kgN/ha. Actualmente,
no se observo la gran diferencia entre los rendimientos. Ademas, la Figura N°4 muestra

la comparacion del rendimiento del grano en cada tratamiento de acuerdo con la
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fertilizacion nitrogenada en la AV9139. Se observo bajando el rendimiento de acuerdo
con la fertilizacion nitrogenada. Actualmente, se observdo mas alto rendimiento en el

tratamiento, dependiendo la lluvia al igual que el caso anterior de la AV 9313.

Figura N°4. Comparacion del rendimiento del grano en cada tratamiento de acuerdo con la fertilizacion nitrogenada

en la AV9139.
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3.2.2 Comparacion del rendimiento en cada hibrido

La Figura N°5 muestra la comparacion del rendimiento del grano en cada hibrido
con 50kg/ha. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el grano sin la gran
diferencia entre todos los tratamientos, se considerd 50kgN/ha como la fertilizacion

economica. Por lo tanto, mostrd la comparacion del rendimiento con 50kgN/ha.

Figura N°5. Comparacion del rendimiento del grano en cada hibrido con 50kg/ha.
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De los resultados obtenidos, se observo los rendimientos esperados en la AV
9139 en la estacion seca por el goteo por fertiriego, teniendo en cuenta prevenirse alta

volatilizacion nitrogenada y lixiviacion potasica y absorberse los nutrientes, efectivamente.

4 CONCLUSIONES

1. Sobre el rendimiento del grano, se pudo esperar muy alto rendimiento en
todos los rendimientos, teniendo en cuenta muy alta fertilidad del suelo con
evaluacion del area util pequenio (1,6m x 2,0m = 3,2 m?).

2. Se pudo recomendar el AV 9139 con la fertilizacion del 50kgN/ha ademas de
50kgP,0, y 50kgK,O/ha en el tratamiento del goteo por fertiriego, teniendo
en cuenta ahorro del agua irrigada sin la fertilizacion en banda para los
fertilizantes.

3. Actualmente, se observé mas alto rendimiento en el goteo por fertiriego que
los en la aspersion, teniendo en cuenta eliminando el mano de obra para la
fertilizacion manual.

4. Para el goteo por fertiriego, se pudo ofrecer los nutrientes disueltos con
agua irrigada, efectivamente, para el cultivo de maiz sin alta volatilizacion
nitrogenadayy lixiviacion potasica...etc., por lo que el cultivo los podria absorber

a diferencia del caso de la aspersion.
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PARA O REGADIO

RESUMO: Este trabalho consiste no
desenvolvimento e validagcdo de modelos
de Machine Learning para a otimizagao de
um sistema de rega de precisdo utilizando
algoritmos de classificacdo. A finalidade
é atribuir a cada solo, localizado a sul do
concelho do Fundao, Portugal, uma classe
de aptidao para o regadio, classes essas que
identificam as zonas regaveis, ndo regaveis
bem como as que precisam de intervencao
para serem regadas. Os dados dos casos de
estudo foram anteriormente recolhidos por
uma aluna de Mestrado da Escola Superior
Agréaria do IPCB (Portugal), onde incluiam
varios  condicionalismos (caracteristicas
dos solos que podem condicionar a aptidao
para o regadio). A andlise exploratoria dos
dados permitiu utilizar apenas os valores dos
resultados relativamente as caracteristicas
dos solos que podem condicionar a aptidao
para o regadio rejeitando assim todo o calculo
efetuado para a obtencdo dos mesmos.
Desta forma os dados do caso de estudo
foram enriquecidos com esta informacéao
para a aplicacéao nos algoritmos de Machine
Learning. Em geral, o facto de retirar estas
caracteristicas que nao revelavam impacto
no estudo ajudaram a melhorar os modelos
de classificacdo bem como a sua precisao.
Diferentes algoritmos de Machine Learning
foram desenvolvidos, testados e validados,
tais como, Support Vetor Machine, kNN,
Arvore de Decisdo, Naive Bayes e Regressao
Logistica, para otimizar um sistema de rega
de precisdo de modo a atribuir uma a classe
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de aptidao de rega a novos solos introduzidos. A comparagao dos modelos demonstrou
que o método Naive Bayes é o que apresenta uma melhor precisdo na altura de gerar
uma classe de previsao.

PALAVRAS-CHAVE: Aptidao solosregadio. Machine Learning. Scikit-Learn. Aprendizagem
Supervisionada.

APPLICATION OF MACHINE LEARNING TECHNICS FOR EVALUATION OF THE SOILS
CAPABILITY TO IRRIGATION

ABSTRACT: This work consists of the development and validation of Machine Learning
models for the optimization of a precision irrigation system using classification algorithms.
The purpose is to assign to each soil, located in the south of the municipality of Fundao,
Portugal, an class of capability to irrigation, classes that identify the irrigable and non-
irrigated areas as well as those that need intervention to be irrigated. Data from the case
studies were previously collected by a Master’s student at the Escola Superior Agraria
- IPCB (Portugal), which included several constraints (characteristics of soils that may
affect the suitability for irrigation). The exploratory analysis of the data allowed us to use
only the values of the results regarding the characteristics of the soils that may affect
the suitability for irrigation, thus rejecting all the calculation made to obtain them. In this
way, the case study data were enriched with this information for application in Machine
Learning algorithms. In general, removing these features that had no impact on the study
helped to improve the classification models as well as their accuracy. Different Machine
Learning algorithms were developed, tested, and validated, such as Support Vector
Machine, KNN, Decision Tree, Naive Bayes and Logistic Regression, to optimize a precision
irrigation system in order to assign an irrigation suitability class to new introduced soils.
The comparison of the models showed that the Naive Bayes method is the one that
presents the best precision when generating a prediction class.

KEYWORDS: Soils capability irrigation. Machine Learning. Scikit-Learn. Supervised
Learning.

1INTRODUCAO

Nos dias de hoje o conceito de Agricultura Inteligente ou de Precisdo tem se
destacado e é fortemente enriquecido com a aplicacdo de sensores que possibilitam
a avaliacdo e monitorizagdo das condicdes ambientais, bem como a analise inteligente
dos dados produzidos por estes sensores. Este conceito esta associado a utilizagéo de
equipamentos de alta tecnologia com algoritmos de precisao que tornaram mais eficiente
e eficaz este conceito. A agricultura de precisdo possibilita que o agricultor “olhe” para
uma parcela de solo e perceba que a deve tratar de forma diferenciada, esta nova
mentalidade veio revolucionar a forma de ser agricultor. Duas maximas estéo associadas
a esta mentalidade, o aumento do rendimento da economia dos agricultores e a redugao
do impacto ambiental causado pelo setor agricola. Um dos mecanismos impulsionadores

deste conceito é o Machine Learning (ML) [1], que consiste em fazer com que as maquinas

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 17 m



aprendam através de experiéncias que lhes sado fornecidas sem ser propriamente
necessario programa-las. Acoplando a este conceito outras tecnologias como Big Data
e computacdo de alto desempenho, novas oportunidades foram desenvolvidas para
quantificar e compreender processos intensivos de dados em ambiente agricola.

O ML aplicado ao setor agricola utiliza um conjunto de modelos de aprendizagem
bem definidos que recolhem dados especificos bem como aplicam algoritmos para obter
resultados esperados. Os modelos de ML podem ser usados para prever a qualidade do

solo, a quantidade de agua necessaria para regar, entre outros.

11 ENQUADRAMENTO

Neste trabalho, aplica-se, avalia-se, prevé-se, classificam-se e validam-se a
aptiddo dos solos para rega, através de modelos de precisdo com o auxilio a técnicas
de ML (Machine Learning). Os diferentes modelos aplicados visam estabelecer uma
comparagdo entre diferentes métodos de classificagcdo e avaliar a sua precisédo. O
objetivo passa por avaliar a aptidao para o regadio dos solos existentes a sul do concelho
do Fundao, Portugal, com a intencao de expandir o regadio da Cova da Beira a zonas
onde nao existe regadio.

O trabalho tem uma aplicabilidade pratica no qual o torna motivante para o
seu desenvolvimento visto que a importancia do regadio & essencial para sustentar as
atividades agricolas e pela qual dependem muitas familias de agricultores. O regadio da
Cova da Beira nao é extenso o suficiente para que outras zonas menos beneficiadas e
com grande potencial agricola se possam servir dele. O estudo da aptidao dos solos para
o regadio pode determinar quais as areas com capacidade para serem regadas, ou nao.

Com o aumento da quantidade de dados recolhidos sobre as caracteristicas do
solo estdo reunidas as condi¢cdes para aplicar técnicas de Machine Learning no setor
agricola. O grande desafio passa por encontrar o algoritmo que melhor se aplica ao
objetivo do projeto. Os diferentes algoritmos de ML que consigam modelar e prever
uma classe de aptiddo de rega podem ser importantes para ajudar a perceber quais as
areas que podem ser regadas, com o objetivo de estender o regadio a zonas menos
beneficiadas e com forte potencial agricola. Os algoritmos de ML como também a sua
aplicabilidade estdo em constante expansdo. Estes algoritmos categorizam-se em
diferentes tipos de aprendizagem (supervisionada, ndo supervisionada e de reforco) bem
como também por técnicas de formulacao (classificacdo e regresséo). A selecdo de um
algoritmo depende muito do tipo de problema que se vai abordar. Na rega de precisédo a

técnica de classificacdo é bastante utilizada para prever uma dotacao correta de quando
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regar ou nao regar, devido ao facto de as caracteristicas dos solos serem apresentadas
em forma de dados, onde fica presente a informagéo sobre as caracteristicas dos solos

bem como a avaliacao de cada solo.

1.2 INTELIGENCIA ARTIFICIAL E MACHINE LEARNING

Atualmente Inteligéncia Artificial (1.A.) € um conceito com bastante aplicabilidade,
caracteriza-se como uma ciéncia ou ramo da engenharia, que procura estudar e
compreender o fendmeno da inteligéncia e por outro lado compreender o modo como os
seres humanos pensam, a fim de modelar o pensamento em processos computacionais
e consequentemente construir um corpo de explicagbes algoritmicas dos processos
mentais humanos.

Machine Learning & um sub ramo da IA, onde se usam algoritmos para adquirir
dados, inferir com eles, e fazer uma determinagéo ou previsdo sobre algo. A maquina é
“treinada” através de uma grande quantidade de dados e implementa algoritmos que Ihe
dao a habilidade de aprender como executar a tarefa [2]. O Machine Learning ensina os
computadores a fazer o que os humanos e os animais naturalmente fazem, aprender através
de experiéncias. Os algoritmos de Machine Learning utilizam métodos de aprendizagem
computacional para “aprender” ainformacgao através de dados sem depender de equagdes
predeterminadas como modelos. Os algoritmos melhoram de forma adaptativa a sua

performance a medida que o nimero de amostras disponiveis aumenta.

1.3 APRENDIZAGEM SUPERVISIONADA E NAO SUPERVISIONADA

Quando se fala em algoritmos de ML conduz, normalmente, a referéncia de dois
paradigmas: aprendizagem supervisionada e nédo supervisionada[3]. Na aprendizagem
supervisionada sao usados dois conjuntos de dados, o de input e output esperado. Na
aprendizagem nao supervisionada apenas é apresentado um conjunto de dados, input.

A aprendizagem supervisionada esta diretamente relacionada com a previsdo
enquanto a aprendizagem nado supervisionada relaciona padrées num conjunto de dados
de modo a agrupa-los [3]. O objetivo da aprendizagem supervisionada € construir um
modelo que faga previsbes baseadas em evidéncias na presenca de incertezas. O
algoritmo de aprendizagem supervisionada usa um conjunto de dados de entrada (inputs)
e respostas (outputs) conhecidos e treina o0 modelo para gerar previsdes razoaveis para
a resposta de novos dados. Todas as técnicas de aprendizagem supervisionada séo sob
a forma de classificagao que preveem respostas discretas ou regressao para previsao de

respostas continuas.
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A regressao é habitualmente utilizada para a previséo de valores de variaveis

dependentes (variaveis que se pretende prever) a partir de uma ou mais variaveis

independentes (atributos conhecidos) e nos casos em que essas mesmas variaveis sao

continuas. Trata-se de uma tarefa utilizada na aproximagao dos dados recebidos.

« A classificacado consiste no processo de encontrar um modelo que descreva

e distinga classes de dados ou conceitos. Depois de encontrado esse

modelo, & possivel aplica-lo de forma a prever a classe de um novo objeto.

O modelo gerado é baseado na analise de um conjunto de dados, designado

por conjunto de treino.

Para a execucao da tarefa de classificacao € possivel aplicar uma série de métodos

de aprendizagem automatica nomeadamente: arvores de deciséo, regras de classificacao

(regras if-then), programacéo légica indutiva, SVM, redes bayesianas, entre outros.

A aprendizagem nao supervisionada procura encontrar padrdoes similares

entre as varias caracteristicas dos dados. O Clustering é a técnica mais comum

de aprendizagem nao supervisionada, € usada para analise exploratoria de

dados para encontrar padrdes e agrupar os dados em grupos, clusters.

A Aprendizagem por reforco [4] foca-se no objetivo de maximizar a recompensa

final, ou seja, atingir o objetivo definido com o maximo numero de recompensas

acumuladas em cada passo e acao, evitando dessa forma as acdes com resultados

negativos e obtendo a solugao 6tima para todo o problema, sem qualquer ajuda. A Figura

1 esquematiza o modelo de aprendizagem por reforgo.

Figura 1 - Modelo de aprendizagem por reforgo.

Agente

Acdo

Observagdo do ambiente

Ambiente

1.4 ALGORITMOS DE CLASSIFICACAO (ABORDADOS NESTE TRABALHO)

No estado da arte existem diversos algoritmos de classificacao e cada algoritmo

tem abordagens diferentes de aprendizagem.
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O melhor método ou o método Unico nao existe. Encontrar o algoritmo certo, em
parte, € ir por tentativa erro — os cientistas altamente experientes nao conseguem provar
se 0 método ira funcionar sem o experimentarem. Mas a sele¢cao dos algoritmos também

depende do tamanho e tipo de dados com os quais estamos a trabalhar.

1.4.1 Método 1, kNN (K-nearest neighbors)

OkNN{[5] categorizaobjetosbaseando-senaproximidade dasobservagdes,assume
que objetos proximos sdo semelhantes, logo pertencem a mesma classe. Usa métricas
como a distancia Euclidiana, distancia de Hamming, distancia de Manhattan e Distancia

de Markowski para encontrar o vizinho mais préximo.

1.4.2 Método 2, SVM (Support-vector machine)

O Support Vector Machine (SVM) [6] € um método de aprendizagem
supervisionada, utilizado quer para classificagdo como para regressao.

Em tarefas que requerem a aprendizagem de duas classes, o objetivo do SVM
é encontrar a melhor funcéo de classificagdo que permita a distincdo entre membros
de duas classes num conjunto de treino . As SVM’s classificam os dados de modo a
encontrar uma funcao de classificagao linear que separa os dados por um hiperplano que
atravessa as duas classes. O melhor hiperplano para uma SVM tem de apresentar uma
margem larga entre as duas classes, quando os dados estéo linearmente separados. Se

os dados nao estiverem separados linearmente, uma funcao de perda é utilizada.

1.4.3 Método 3, Regressao Logistica

O método de Regresséo Linear [7] pode ser utilizado para estudar a relagao entre
duas variaveis . Por ser um método simples, a regressao logistica € usada como um ponto
de partida para problemas de classificacdo binaria (MathWork em Introducing Machine

Learning). A expressao linear que explica a relagdo binaria € dada por:
y=By+Bix+u

Onde,

y, consiste na variavel dependente;

X, diz respeito a variavel independente;

u, ou erro, fatores que influenciam y para além de x;
BO, parametro de intercecao, conhecido por constante;
B1, representa o declive na relacéo entre x e y.

Para estimar BO e B1 é necessario recorrer ao método dos minimos quadrados.
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1.4.4 Método 4, Naive Bayes

O classificador Naive Bayes [8] baseia-se na aplicagdo do teorema Bayes,
expressao matematica usada para o calculo da probabilidade de um dado evento acontecer
visto que outro ocorreu, e assume que a presenca de caracteristicas particulares numa
classe nao esta relacionada com as caracteristicas de outra classe. O desempenho deste
método pode ser comparado ao método de Arvores de Decisdo . O método classifica
novos dados baseados na probabilidade de pertencerem a uma determinada classe . O

Teorema de Bayes é expresso matematicamente pela seguinte equagéo:

P(B,A)P(4)

P(A,B) = P(B)

Onde,

P(A) e P(B), sédo as probabilidades de A ocorrer e B ocorrer;
P(A,B) é a probabilidade de A acontecer dado que B ocorreu;
P(B,A) é a probabilidade de B acontecer dado que A ocorreu.

1.4.5 Método 5, Arvores de Decisdo

As Arvores de Decisdo [9] tém por base algoritmos que dividem o conjunto
inicial de dados em subconjuntos mais homogéneos que por sua vez se podem dividir
em subconjuntos ainda mais homogéneos . Uma arvore de decisado € formada por um
conjunto de nés de decisao, perguntas, que permitem a classificacdo de cada caso. A
arvore de decisao permite prever as respostas dos dados seguindo uma rota desde o
inicio ao fim do ultimo nd. A arvore consiste em condi¢cdes de ramificagdo em que o valor
da previsdo é comparado a um peso de treino. O nimero de ramificacdes e os valores
dos pesos sdo determinados no processo de treino. Modificagcées adicionais podem ser
usadas para simplificar o modelo.

As arvores de decisdo caracterizam-se por utilizarem a estratégia de divisdo e
conquista. Sendo assim, focam-se num problema considerado complexo, dividindo-o em
problemas mais simples e recursivamente aplicando a mesma estratégia a sub-problemas.
No final, as solu¢cdes dos sub-problemas podem ser combinadas para gerar a solugao do

problema inicial.

2 CASODE ESTUDO - CLASSIFICAGAO DA APTIDAO DOS SOLOS PARA O REGADIO
NA REGIAO DA COVA DA BEIRA

A agricultura é afetada pelos problemas de seca e escassez de agua em algumas

regides do Pais, imediatamente se percebe a importancia da estratégia de implementar
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um regadio para sustentar niveis de produtividade e redugao de custos nos processos
agricolas de maneira a ndo comprometer as geragoes futuras.

Segundo a Direcdo Geral de Agricultura (DGA), Portugal apresenta niveis de
precipitacado média anual da ordem dos 700mm, contudo o desequilibrio da precipitacao
pelo pais gera problemas de escassez principalmente nos meses de abril a setembro. Posto
isto o desenvolvimento da cultura vegetativa no periodo primavera-verao torna-se dificil.

O regadio surge entdo com um papel preponderante no que diz respeito a
sustentabilidade da agricultura como também para o desenvolvimento socioecondmico
das zonas rurais. E importante realcar que o uso de regadio nao implica que os
utilizadores tomem medidas eficientes para assegurar a quantidade de agua que
cada um necessita, dado que este recurso (dgua) em questdes econdmicas, sociais e
ambientais é deveras importante.

Na regidao da Cova da Beira, o regadio abrange varios concelhos: Sabugal,
Belmonte, Penamacor, Covilha e Fundao, com uma area de 12360ha, [10]. Atualmente
esta em estudo o alargamento do regadio, concretamente a sul da Serra da Gardunha,
para zonas com forte potencial na atividade fruticola onde se verificou um aumento das
areas de pomar.

Dada a importancia do regadio no que diz respeito ao setor agricola, a analise e
avaliacao da aptidao que os solos tém para receber agua é crucial para a construcao do
mesmo. A aptiddo dos solos para a atividade agricola permite avaliar a capacidade de
cada parcela de solo para uma determinada cultura com o objetivo de tornar rentavel os

recursos bem como aumentar a produtividade.

21 ANALISE DOS DADOS

Nesta seccao sao descritos os condicionantes dos solos, estes apresentam as
caracteristicas dos solos utilizadas para efeitos de estudo que irdo permitir identificar
uma classe de aptidao de rega. Cada parcela de solo foi classificada relativamente a
diversas caracteristicas tais como, a natureza do solo (NR), como sendo boa, regular,
sofriveis, mediocres e maus.

A espessura efetiva do solo (E), para espessura superior a 100 cm, classe Ef,
classe E2 para espessuras entre 60 cm e 100 cm, E3 para espessuras entre os 40 cm e
60 cm, classe E4 para espessuras entre os 25 cm e 40 cm e classe E5 para espessuras
de solo inferiores a 25 cm.

A capacidade de agua utilizavel (CA), por uma camada de solo, corresponde a mais

um critério da classificacdo para a aptiddo de rega e estabelece 5 classes. A capacidade
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de agua utilizavel pelas plantas mais elevadas, requerem regas mais alargadas e por
consequéncia menos mao-de-obra.

Condigoes de drenagem (HD), muitas culturas precisam de boas condicoes de
drenagem dos solos para que consigam produzir com maior eficiéncia e eficacia. Um
solo com fraca capacidade de escoar e eliminar o excesso de agua pode alagar-se. Esta
caracteristica compreende 5 classes. Solos com boa capacidade de drenagem (HD1) até
uma fraca capacidade de drenagem (HD5).

Outra caracteristica € o risco de erosdo (RE), as praticas agricolas e a forma
inadequada como se utiliza o solo sdo os principais fatores responsaveis pelo processo
de erosao, como consequéncia perdem-se camadas superficiais reduzindo assim a sua
produtividade.

O risco de inundacdo (HI), esta caracteristica & importante no sentido em
que zonas com elevado risco de inundagdo nao necessitem de ser regadas, este
condicionalismo apresenta 5 classes, (HI1) para solos com riscos nulos de inundacéo e
(HI5) até riscos elevados.

A perigosidade (P), é simplesmente a caracteristica, que afeta o uso de maquinas
agricolas. Define-se em 5 classes, (P1) para solos sem pedregosidade até (P5) que
impossibilitam o uso de maquinas agricolas.

Por ultimo a salinidade (S) dos solos, que permite identificar o grau de afetacédo
dos solos nas culturas. Esse impacto € definido em 5 classes, na classe (S1) sao incluidos
os solos que nao afetam qualquer tipo de cultura, contudo a classe (S5) estéo incluidos
os solos que impedem o desenvolvimento das culturas.

Com base nestes condicionalismos a tabela seguinte faz corresponder as

caracteristicas de cada parcela de solo a uma classe de aptidao de rega.

Tabela 1- Condicionalismos e classe de aptiddo do solo para o regadio.

CONDICIONALISMOS CLASSES DE APTIDAO DO SOLO PARA O REGADIO
(Caracteristicas dos
solos que podem CLASSE | CLASSE | CLASSE | CLASSE | CLASSE | CLASSE | CLASSE
condicionar a sua | I m v \Y; Vi VI
aptidao para o regadio)
NATURE(ZNAR?O SOLO NR1 NR2 NR3 NR4 NR5 NR5 NR5
ESPESSURA
EFECTIVA E1 E2 E3 E4 E5 E5 E5
(E)
RISCOS (?‘EE;EROSAO RE1 RE2 RE3 RE4 RE5 RE5 RE5
CAPACIDADE DE
AGUA UTILIZAVEL CA1 CA2 CA3 CA4 CA5 CA5 CA5
(CA)
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DRENAGEM
(HD)

RISCOS DE
INUNDACAO HI1 HI2 HI3 Hi4 HI5 HI5 HI5
(H)

PEDREGOSIDADE
E AFLORAMENTOS
ROCHOSOS
(P-R)

SALINIDADE E/OU
ALCALINIDADE S} S2 S3 S4 S5 S5 S5
(S)

HD1 HD2 HD3 HD4 HD5 HD5 HD5

PI-Ri | P1-R1 | P2-R2 | P3-R3 | P4-R4 | P4A-R4 | P5-R5

2.2 RESULTADOS DE CLASSIFICACAO

Os dados sao estruturados da seguinte maneira: o ficheiro Excel contém 696
linhas de dados. Para efeitos de programacédo dos métodos, 75% dos mesmos sao
utilizados para treinar o modelo enquanto os restantes 25% sao utilizados para testar
o modelo de previsdo. Para gerar uma classe de previsdo baseada no histérico os
algoritmos obrigatoriamente precisam de uma nova entrada, para tal utilizaram-se os
mesmos dados em todos os modelos para avaliar a precisao dos modelos, [3,5,4,5,2,31].
Recorreu-se a Matriz de Confusao para avaliar os modelos de classificacdo, ou seja,
se 0 mesmo previu de forma correta a classe desejada. De uma forma muito simples
a Matriz de Confusao é uma tabela que mostra as frequéncias de classificagcado para
cada classe do modelo. Os valores registados da precisdo estdo de acordo com a
nova entrada.

A férmula seguinte permitiu validar a precisdo dos modelos.

. TP
Precisio = TPiE) (1)

TP: True Positives, FP: False Positives

Tabela 2 - Comparagao de métodos.

Método Métrica de precisao
kNN 93.86 %
SVM 92.91%
RL 90.80 %
NB 94.63 %
AD 94.44 %
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2.2.1 Método kNN

O Método kNN, apresentou uma precisdo de 93.8% e atribuiu ao novo dado
introduzido a classe de previsdo, 5. Segundo a matriz de confusdo da Figura 9, as 19
amostras de classe 3, foram corretamente classificadas em classe 3, das 390 amostras
de classe 4, 384 foram corretamente classificadas como 4 e 6 foram classificadas em
classe 3. Das 113 amostras de classe 5, 87 foram corretamente classificadas, 26 amostras

foram identificadas como classe 4.

Figura 2 — Matriz de confusao, kNN.

Mat_riz de Confusao, Nao Normalizado
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Validacao da Preciséo
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Precisao = = 0.938
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2.2.2 Método SVM

O Método SVM, apresentou uma precisdo de 92.9% e atribuiu ao novo dado
introduzido a classe de previsdo, 5 Segundo a matriz de confusado da Figura 10, as 21
amostras de classe 3, foram corretamente classificadas em classe 3, das 378 amostras
de classe 4, 368 foram corretamente classificadas como 4, 7 classificadas em classe 3 e
3 foram classificadas na classe 5. Das 123 amostras de classe 5, 96 foram corretamente

classificadas, 27 amostras foram identificadas como classe 4.
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Figura 3 — Matriz de confusdo, SVM.
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2.2.3 Método RL

O Método Regressao Logistica, apresentou uma precisdao de 90.8% e atribuiu ao
novo dado introduzido a classe de previsado, 5. De acordo com a matriz de confuséo da
Figura 11, as 18 amostras de classe 3, foram classificadas em classe 4, das 388 amostras de
classe 4, 385 foram corretamente classificadas como 4, 2 foram classificadas em classe
3 e 1em classe 5. Das 116 amostras de classe 5, 89 foram corretamente classificadas, 27

amostras foram identificadas como classe 4.

Figura 4 — Matriz de confusao, RL.

Mat_riz de Confusao, Nao Normalizado

- 350
2% 0 18 0
- 300
: -- -
=
<
o 4- 2 $ 1 - 200
w
w
(@]
-100
- 0 27 89
8 - 50
i \ ' \ -0
C] L 9

Classe Prevista

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 17



Validacao da Precisao

TP 385+ 89

(TP+FP)_ (385+89)+(8+3+27) 208

Precisao =

2.2.4 Método NB

O Meétodo probabilistico Naive Bayes, apresentou uma precisdo de 94.6% e
atribuiu ao novo dado introduzido a classe de previsao, 5. Segundo a matriz de confuséo
da Figura 12, as 18 amostras de classe 3, foram corretamente classificadas em classe
3, das 392 amostras de classe 4, 389 foram corretamente classificadas como 4 e 3
foram classificadas em classe 3. Das 112 amostras de classe 5, 87 foram corretamente

classificadas, 24 amostras foram identificadas como classe 4 e 1 na classe 3.

Figura 5 - Matriz de confuséo, NB.
Matriz de Confusao, Nao Normalizado
- 350

37 18 0 0
- 300

B
<
o 4- 3 £9 0 - 200
w
w
(@]
-100
5= 1 24 87
- 50
- ; : . -0
&) ™ L)
Classe Prevista
Validacao da Preciséo
o TP 18 + 389 + 87
Precisao = = 0.946

(TP +FP)  (18+389+87) + (3 + 1 + 24)

2.2.5 Método NB

O Método probabilistico Arvore de Deciséo, foi avaliado com uma precisao de
94.4% e atribuiu ao novo dado introduzido a classe de previsdo, 3. Segundo a matriz de
confuséo da Figura 13, as 20 amostras de classe 3, foram corretamente classificadas em
classe 3, das 393 amostras de classe 4, 385 foram corretamente classificadas como 4 e
8 foram classificadas em classe 3. Das 109 amostras de classe 5, 88 foram corretamente

classificadas, 20 amostras foram identificadas como classe 4 e 1 em classe 3.
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Figura 6 — Matriz de confusao, AD.
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2.3 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo faz-se a comparagdo dos resultados obtidos dos diferentes
métodos de classificagdo, avaliar o comportamento dos classificadores apos introduzir
uma nova entrada (valores que correspondem a cada caracteristica da parcela de solo)
como também identificar quais as caracteristicas das parcelas de solo que influenciam
mais os resultados obtidos dos classificadores.

Segundo a literatura, o método SVM é o que melhor se aplica tendo em conta
a quantidade de dados presente e o facto de ser um estudo que utilizou métodos de
classificagdo para prever classes de aptidao. Apds a analise dos resultados e a validagao
dos mesmos este estudo mostra que o método que prevé uma melhor classe de aptidao
é o método NB (Naive Bayes).

A comparagdo dos métodos de classificagao permitiu avaliar o método que
gerou da melhor forma a classe apos introduzir uma nova entrada. De acordo com a
tabela 2 podemos analisar que o método RL apresenta uma métrica de precisao inferior
comparada com os restantes métodos. Em relagdo ao método AD, atribuiu a nova entrada
classe 3, contudo apresenta uma métrica superior a da maioria dos métodos, seguindo
esta analise os métodos RL e SVM com métricas de preciséo inferiores atribuiram a nova

entrada, classe 5, a mesma previsdo gerada pelo método NB.
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Em relacdo as caracteristicas que influenciam mais os resultados gerados
pelos métodos de classificacao, posso afirmar que as caracteristicas fisicas/quimicas e
bioldgicas a espessura efetiva como também o risco de inundagéo séo as que influenciam
mais os resultados, de modo que, alterando um valor das mesmas o classificador gera
outra classe. Para tal, os classificadores que utilizei para comprovar a afirmacéo acima
revelada foi o método de classificacdo SVM e o método AD.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que, para uma melhor
classificacdo, previsdo e precisdo dos métodos, a quantidade de dados recolhidos &
bastante importante, queristo dizer que, como os métodos de previsao utilizam parametros
de percentagem de dados de teste e treino, quanto mais dados existirem melhor estes
métodos classificam as novas entradas introduzidas gerando assim resultados mais
fidedignos. Os métodos introduzidos geraram previsées na ordem dos 90 e 95 por cento,
0 que significa que os mesmos estao bastante otimizados e preveem classes de aptidao
para novas entradas de uma forma fidedigna.

3 CONCLUSOES

Este trabalho vem na sequéncia de outros projetos anteriormente desenvolvidos
com objetivo de implementar, avaliar e validar os diferentes modelos de classificacao
para prever uma classe de aptidao de solos de modo a otimizar um sistema de rega de
precisao com uma contribuicdo importante para a qual se pretende alargar o regadio da
Cova da Beira.

Este estudo é baseado na informacao das caracteristicas dos solos, projeto que
foi desenvolvido em 2016 em uma tese de dissertacdo de mestrado apresentada Escola
Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco [11].

Numa fase inicial o principal desafio foi interpretar e analisar os dados com recurso
a linguagem de programacao Python, posteriormente ultrapassei diversas dificuldades
na implementacao dos classificadores bem como as respetivas analises de resultados
através de matrizes de confusao.

Na sequéncia deste trabalho, podem ser desenvolvidos projetos na qual o objetivo
é construir uma base de dados digital com a informacéo das caracteristicas dos solos e
introduzir novos dados, de forma a gerar automaticamente classes de previsdo para os
mesmos com recurso a modelos de classificagao com o intuito de fornecer uma resposta
mais eficaz na altura de gerar uma previsao.

Como nota final, foi um trabalho realmente desafiante pelo facto de contribuir ou
nao na decisao de implementar um regadio a sul do concelho do Fundao, como também

pelo facto de abordar este capitulo da Inteligéncia Artificial que € o Machine Learning.
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CAPITULO 18

INFLUENCIA DE LAS VARIABLES MORFOLOGICAS Y
POBLACIONALES DE Eichornia crassipes Y Pistia stratiotes
SOBRE LA COMUNIDAD DE MACROINVERTEBRADOS
ACUATICOS EN UNA MADRE VIEJA DEL

Data de submisséo: 20/05/2022
Data de aceite: 08/06/2022

Daniel Feriz Garcia

Grupo de estudios Unidad de
Investigacion en Ecosistemas

Tropicales UNIET

Departamento de Ecologia

Fundacioén Universitaria de Popayan
Cauca, Colombia
https://orcid.org/0000-0002-6290-9688

Jency Nathaly Palacio Bayer

Semillero de Investigacion SERENDIPIAS
Ecologia

Fundacioén Universitaria de Popayan
Cauca, Colombia

Laura Melissa Muinos Burbano

Semillero de Investigacion SERENDIPIAS
Ecologia

Fundacioén Universitaria de Popayan
Cauca, Colombia

RESUMEN: ElI humedal Cucho de Yegua
se ubica en el Departamento del Valle del
Caucay se clasifica como un sistema palustre
permanente en estado de sucesion ecologica,
colonizado por macrofitas acuaticas flotantes,
la composicion de plantas acuaticas esta dada
principalmente por las especies Eichhornia
crassipes y Pistia stratiotes las cuales cubren
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la totalidad del espejo de agua. El objetivo
de este estudio fue identificar diferencias
en la composicion y estructura de la
comunidad de macroinvertebrados acuaticos
epicontinentales asociados a las dos especies
de macrofitas dominantes e identificar las
variables morfolégicas en cada una de ellas
que podrian influenciar la distribucion de
los macroinvertebrados. Se realizaron seis
repeticiones, cada una en las zonas dominadas
por E. crassipes y P. stratiotes durante tres
meses seguidos. Se midieron multiples variables
como el niumero de plantas, longitud maxima
de raices, numero de hojas, biomasa humeda
y secay se colectaron los macroinvertebrados
acuaticos para su identificacion. La relacion
entre los Macroinvertebrados y las macrofitas
se realizd mediante un analisis de redundancia
(ADR), empleando el programa CANOCO vy
un analisis discriminante utilizando Rwizard.
Se colectaron 40 géneros, 26 familias, 12
ordenes y seis clases dentro de los Phylum
Artropoda, Mollusca y Annelida. La similitud
entre las comunidades de macroinvertebados
encontradas zonas las dos especies de
macrofitas fue del 41%, compartiendo un total
de 17 géneros entre los cuales estan Odontomia
sp, Tabanus, Chrysops sp, las subfamilias
Tanypodinae, Orthocladiinae, Psychodidae, los
géneros Alluadomyia, Probezzia y Stilobezzia.
De acuerdo al ADR las variables nimero de
hojas y peso fresco de raices fueron las que
influyeron la distribucion de géneros como
Probezzia, Alluadomyia y Psychodidae (NN); se
observé una relacion entre Neochaetina con E.
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crassipes y su biomasa, y Pomacea y Odontomia con P. stratiotes; al igual que una relacion
positiva entre el numero de plantas y la familia Hyridae.

PALABRAS CLAVE: Macroéfitas acuaticas. Macroinvertebrados acuaticos. Madre vieja.
Humedal. Influencia. Morfologia.

1 INTRODUCCION

El Complejo Hidrologico del Valle Geografico del Cauca ubicado en el suroccidente
de Colombia, forma varios tipos de humedales como son las madreviejas, lagunas y
ciénagas; entre los que se encuentra el humedal Cucho dé Yegua (CVC, 2008). Estos
humedales son de gran importancia como reservorio de agua, sumidero de carbono,
fuentes de alimento, refugio y zona de alimentacion para una gran variedad de animales
(Ramos., 2006; Zambrano et al., 2015). Especialmente macroinvertebrados acuaticos, los
cuales hacen parte primordial dentro de las cadenas troficas de los humedales como
consumidores secundarios, las que a su vez son consumidos por un gran numero de
peces los cuales llegan a ser de interés alimenticio para las familias (Thi Nguyen et al,
2015; Kouamé et al, 2010).

La composicion y estructura e influencia de factores abidticos en los
macroinvertebrados asociados a plantas acuaticas, han sido estudiados en lagos de
inundacion de grandes rios como el Orinoco, Cauca y Magdalena en Colombia, la cuenca
del rio Parana en Argentina y lagos en Africa (Bailey y Litterick, 1993; Rivera et al, 2010;
Rivera Usme, 2011; Brendonck et al, 2003; Rosado et al, 2009); sin embargo, existen
pocos trabajos en los que se comparan los invertebrados fitofilos en diferentes especies
de plantas acuaticas y la influencia de sus variables morfoldgicas y morfométricas sobre
las comunidades, esto se debe al tiempo que consume la separacion de los invertebrados
y a las dificultades que plantea la identificacion de los taxa presentes en estadio de
larva (Cyr y Downing, 1988; Neiff y Neiff, 2006). El conocimiento de la relacion de las
comunidades de macroinvertebrados acuaticos con el medio fisico y quimico aporta
bases para desarrollar criterios de calidad y bioindicacion aplicables a los sistemas de
humedales (Rivera et al, 2010; Rocha et al, 2015).

Las especies de macroinvertebrados que habitan los ecosistemas de humedales
difieren en atributos fisioldgicos, morfolégicos, conductuales y de historia de vida de
los de cuerpos loticos (Roldan y Ramirez, 2008); estudios de los roles tréficos brindan
una imagen de como se estructuran las comunidades de macroinvertebrados acuaticos
de acuerdo a los mecanismos de alimentacion y puede dar una vision general de la
importancia de las macrofitas acuaticas como sustrato, ya sea para dar abrigo, como
retenedoras de alimento, sitios de anidacion y predacion o como alimento directamente
(Kouamé et al, 2011; Schmidt et al, 2015).
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En este estudio se compara la composicion y estructura de los generos de
macroinvertebrados acuaticos asociados a Eichhornia crassipes (Mart.) Solms y Pistia

stratiotes L. en relacion con las variables morfolégicas de cada especie de planta.

2 MATERIALES Y METODOS
21 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La madre vieja Cucho e Yegua se encuentra ubicada en el municipio de Jamundi,
corregimiento de Quinamayo bajo las coordenadas N: 03° 50 16,0 W: 076° 23 17,0. Este
ecosistema se localiza en una zona de vida de bosque seco tropical (bs-T), a una altura
de 965,2 msnm. Se puede clasificar como un sistema palustre permanente en estado de
sucesion terminal; las tierras estan dedicadas a la agricultura mecanizada (cafa de azucar,
arroz, maiz) y agricultura con el sistema de produccion denominado Finca Tradicional
(citricos, papaya y cacao, entre otros) y la ganaderia extensiva usando pastos naturales y
mejorados (CVC, 2005 y 2008). Estas condiciones han generado la colonizacién excesiva
de E. crassipes, P. stratiotes, las cuales han invadido gran parte del humedal alcanzando

cobertura de la totalidad del espejo de agua en el area de muestreo (Figura 1).

Figura 1. Ubicacion de la madre vieja Cucho € Yegua en el municipio de Jamundi, Valle del Cauca-Colombia.
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2.2 CONDICIONES FiSICO-QUIMICAS HIDRICAS DEL HUMEDAL

No se registro diferencia en los valores de los parametros fisicos y quimicos
en el agua ni entre macrofitas ni entre meses (p=0,05), sin embargo, hubo cambios en
los valores entre los diferentes meses de muestreo, evidenciando la influencia de las
temporadas de lluvia y sequia sobre las condiciones fisicas y quimicas bajo las cuales
se desarrollan, siendo las aguas caracteristicas de ecosistemas acuaticos con un
elevado nivel de alteracion y eutrofizacion, con valores muy bajos de oxigeno (<2mg/I)
(Tabla 1) lo cual se considera un factor limitante para los macroinvertebrados acuaticos,
problema que se incrementa por la temperatura calida del agua (>25 ° C) (Roldan y
Ramirez, 2008).

La madre vieja presenta valores bajos de carbonatos lo que sumado al dioxido de
carbono libre sugieren problemas en la capacidad buffer del sistema. De acuerdo al pH
registrado se puede considerar el agua en la zona de muestreo como levemente acidas
producto del CO, libere. Los niveles de nutrientes registrados en el sistema acuatico
(Amonio y Nitratos) son tipicos de ecosistemas contaminados lo cual limita el desarrollo

de comunidades complejas de macroinvertebrados acuaticos.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos analizados dentro de cada cobertura vegetal en los diferentes meses de muestreo.

Parimetro Unidades P. stratiotes . E. crassipes .
Sep Oct Nov X | Sep Oct Nov X
Temperatura Ambiental °C 28 30 28 287 | 28 30 28 287
Temperatura del Agua °C 26 27 27 270| 271 26 28 27
Oxigeno Disuelto 02 mg OD/L 05 21 07 11 05 03 O 0,2
Saturacion O2 Disuelto (%) % 6 28 8 14 6 5 0O 36
Diodxido de Carbono (CO2) mg CO2/L 10 5 8 77 | 12 10 12 13
pH Unidades 6 62 65 62 6 55 64 6,0
Alcalinidad Total mg CaCO3/L 1 0,5 1 08 | 06 07 1 0,8
Dureza Total mg CaCO3/L 36 25 90 503 | 3t 34 80 483
Dureza Carbonacea mg CaCO3/L 11 08 09 09| 16 09 1 1,2
Amonio mg (NH4+)/L 02 02 1 05|04 06 2 1,0
Nitratos mg (NO3-)/L 50 30 25 350| 75 50 50 583
Variable de agrupacion Prueba estadistica  sig
Meses Kruskal-Wallis 1.00
Macrdfitas UV?/i?thl\r/:éel;n 100
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2.3 MUESTREO DE LAS MACROFITAS ACUATICAS FLOTANTES Y DE
MACROINVERTEBRADOS ACUATICOS EPICONTINENTALES (MAE)

Los muestreos se llevaron a cabo durante los meses de septiembre, octubre
y noviembre de 2011 lo que corresponde a la época de transicion de sequia a lluvias

respectivamente.

> Fase de campo: comprendid la colecta de las especies de macrofitas
flotantes E. crassipes y P. stratiotes; éstas fueron colectadas con un tamiz de
marco de madera de 50 cm x 50 cm con una maya de abertura de poro de
376 um. Esta metodologia fue tomada y modificada de la aplicada por Alba-
Tercedor et al, (2005) e investigaciones como Darrigran et al, (2007), Saccd
et al, (2020) y Pinna et al, (2014). Se tomaron 5 muestras por cada cobertura
de macrdfita por mes. A cada muestra se le determiné el nimero de plantas
(NP), el nimero de hojas (Nh) y la longitud maxima de las raices (Lr).

> Fase de laboratorio: Las plantas fueron lavados en un balde agitando
vigorosamente sus partes para desprender los MAE; el residuo del balde
fue cernido con un tamiz de poro de 376 um para la recolecciéon de los
organismos atrapados en ellas Pinna et al (2014). Las muestras de MAE fueron
identificadas hasta el menor nivel taxondmico posible; a cada organismo se
le determino el grupo funcional teniendo en cuenta las categorias propuestas
por Merritt y Cummins (2008): a) trituradores, b) colectores-recolectores, c)
colectores- filtradores d) raspadores y e) depredadores. Adicionalmente se
estimé la abundancia relativa y porcentual de los individuos, la densidad (ind/
m3), la riqueza, diversidad de Shannon, la dominancia de Simpson y la similitud
de Jaccard. Adicionalmente se midi6 la biomasa de los plantas por medio del
peso fresco y seco tanto de raices como de hojas de acuerdo a lo propuesto
por Elosegi y Sabater (2009).

2.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los valores de los parametros fisicoquimicos, Morfolégicos y ecoldgicos se
compararon por medio de la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para meses y U de
Mann-Withney para macrofitas. Para verificar la existencia de relaciones entre las
variables morfoldgicas vegetales y la distribucion de los géneros de MAE, se aplico el
analisis de redundancia candnica (ADR), empleando el programa CANOCO 3,12 (TerBraak

y Smilauer, 2002) Todas las variables fueron transformados por la funcion log (x+1) antes

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 18 m



del analisis. Los analisis de aplicaron a los géneros cuyas abundancias representaron el
95% de la densidad total.

3 RESULTADOS

31 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS MACROFITOS ACUATICOS
COLECTADOS

Se registraron diferencias significativas entre el nimero de plantas promedio por
unidad de muestreo (U Mann-Withney, p<0,05) presentando E. crassipes el mayor nimero
de plantas por unidad de area (10,8 ind/50 cm) con un valor maximo de 15 plantas y minimo
de 6; mientras que P. stratiotes presento 8,1 ind/0,5m? en promedio con un maximo de 11
ind/0,5m?y un minimo de 5 ind/0,5m? (Tabla 2). El promedio de biomasa total de E. crassipes
fue significativamente mayor que el de P. stratiotes (U Mann-Withney, p<0,05) aportada
principalmente por las diferencias en peso de la raiz. Las demas variables morfolégicas no
mostraron diferencias significativas entre plantas (U Mann-Withney, p>0,05).

Todas las variables morfolégicas mostraron diferencias significativas entre ellas
al pasar los meses de muestreo, incrementando sus valores hacia el final del muestreo
(Kruskall-wallis, p>0,05) a excepcion del nimero de hojas, quien aumenta en el mes de
octubre y decae en el mes de noviembre. El aumento del tamano de las plantas se atribuye
al incremento de la pluviosidad lo que genera una reaccion de la planta preparandose
para el incremento de la profundidad de la columna de agua y el aumento de nutrientes
(Fernandez et al, 2005).

Tabla 2. Variables morfologicas medidas en los muestreos de macrofitas acuaticas; Ps= Pistia stratiotes, Ec=
Eichhorna crassipes, Sep= Septiembre, Oct= octubre, Nov= Noviembre.

Variables Ps Ec Sep Oct Nov
Morfolégicas  No  Rango N° Rango N° Rango N° Rango N°  Rango
N° plantas 8 (5-11) 1 (6-15) 9  (514) 8 (6-15) 11 (8-15)

N° hojas por
planta

18 (15-23) 19 (M-28) 18 (12-25) 21  (16-28) 17 (11-20)

Longitud raiz

(cm) 22 (12-26) 21 (12-28) 21 (12-25) 19 (12-25) 24 (20-28)

Biomasahojas o, (30400) 81 (26-134) 48 (26-80) 70 (304100) 92 (64-124)

(9)
B'°mf'5a falz 58  (17-48) 53 (20-95) 25 (17-40) 38 (20-75) 56 (30-95)
B'°ma(‘:;’ total oy (50-125) 133 (46-229) 70 (46-120) 108 (55475) 149 (99-129)

* Los valores dentro de paréntesis representan los valores maximos y minimos registrados tanto para las coberturas
como para los meses de muestreo.
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3.2 COMPOSICION DE MAE

La comunidad de macroinvertebrados colectados en el humedal reporté 40 taxa
distribuidos en 26 familias, 12 6érdenes y 6 clases, dentro de las cuales Insecta fue la mas
rica (77,5%) y abundante (95,4%). En las plantas de P. stratiotes se registraron 28 géneros
en 18 familias y 9 6rdenes, dentro de los cuales Probezzia, Alluadomyia, Psychodidae,
Odontomia, las subfamilias Orthocladiinae y Tanypodinae (Familia Chironomidae),
los generos Tabanus sp, Chrysops sp. y Pomacea sp., contribuyen con las mayores
densidades registradas. En E. crassipes se registraron 29 géneros, 15 familias y 8
ordenes; los géneros dominantes fueron de mayor a menor Neochetina sp., Probezzia,
Alluadomyia, Psychodidae, Tabanus, Tanypodinae, la familia Hyriidae, Orthocladiinae,
Pomacea, Histrycosoma, Chrysops (Tabla 3). Algunos macroinvertebrados colectados
fueron identificados apenas a nivel de familia

Con respecto a las variables comparadas, estas no mostraron diferencias
significativas de composicion de macroinvertebrados entre especies de macrofitas
(Kruskall-wallis, p>0,05) pero si entre los meses colectados (U Mann-Withney, p<0,05),
aumentando la abundancia, la dominancia y la diversidad hacia el mes de octubre debido
al aumento en la cantidad de agua en el sistema y al incremento progresivo en el nimero
de plantas flotantes y sus biomasas (Rivera el at, 2010; Rivera-Usme, 2011), sin embrago
no se registraron cambios en el numero de géneros colectados (U Mann-Withney, p>0,05)
(Figura 3).

Tabla 3. Composicién y abundancia de macroinvertebrados colectados en el Humedal Cuche de Yegua. Ps: Pistia
stratiotes; Ec: Eichornia crassipes; n= abundancia total.

TAXA Abundancia de macroinvertebrados
en las diferentes coberturas
Orden Familia Taxa Ps Ec n %
Diptera Stratiomyiidae Odontomia 259 11 270 75
Tabanidae Tabanus 67 38 105 29
Chrysops 53 13 66 18
Chironomidae Tanypodinae 101 20 123 34
Orthocladiinae 145 35 180 50
Psychodidae Psycodidae NN 284 53 337 94
Ceratopogonidae  Alluadomyia 402 66 468 13,0
Probezzia 1151 184 1335 | 372
Stilobezzia 16 7 23 0,6
Muscidae Lispe 0 2 2 o}
Hemerodromia 0 4 4 01
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TAXA Abundancia de macroinvertebrados
en las diferentes coberturas
Orden Familia Taxa Ps Ec n %
Syrphidae Eristalis 0 4 4 0]
Culliciade Culex 0 2 2 ()]
Tipulidae Tipula 0 7 7 0,2
Molophilus 1 0 1 0,0
Sciomyzidae Sepedon 4 0 4 0]
Lepiddptera Pyralidae Nymphula 2 0 2 01
NN 1 1 2 01
Coleoptera Hydrophilidae Berosus 2 4 6 0,2
Tropisternus 0 1 1 00
Helophorus 1 0 1 0,0
Sphaeridium 0 4 4 01
Dytiscidae Laccophilus 0 5 5 ()|
Agabus 0 4 4 (o}
Curculioniidae Neochetina 1 459 460 128
Scirtidae Cyphon 0 1 0,0
Elodes 0 1 0,0
Noteridae Hydrocanthus 2 0 5 01
Hemiptera Belostomatidae Lethocerus 0 > > 01
Odonata Coenagrionidae Acanthagrion 1 0 1 0,0
Telebasis 2 0 P o1
Acari Hydrachnidae Hydracarina 3 0 3 0]
Mesogastropoda Ampullariidae Pomacea 44 24 68 1,9
Thiaridae Melanoides 8 4 12 0,3
Basommatophora Ancylidae Ferrissia 2 3 5 (o}|
Planorbidae Gyralus 10 0 10 0,3
Unionoida Hyriidae NN 5 29 34 0,9
Glossiphoniiphérmes  Glossiphoniidae NN 0 10 10 0,3
Haplotaxida Aelosomatidae Histrycosoma 2 20 22 06
Aelosoma 3 0 3 0]
Abundancia total 2573 1019 3592 | 100
Riqueza 28 29 40
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Figura 3. Distribucion de la riqueza de grupos taxonomicos entre macroéfitas y meses muestreados.
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3.3 ABUNDANCIA

En total se colectaron 3 593 individuos de los cuales el 97% pertenecen a 14
géneros (Tabla 3, Figura 4) siendo el orden Diptera el mas representativo con el 76%
de la abundancia total, distribuida en los géneros Probezzia sp., Alluadomia sp., la familia
Psychodidae, el género Odontomia sp. y la familia Chironomidae. Dentro del orden
Coleoptera la familia Curculionidae con el género Neochaetina sp representa el 12% del
total de la densidad colectada (Figura 4).

Los resultados indican que hay una diferencia significativa entre las abundancias

colectadas en los tres meses de muestreo, pero no entre las coberturas de macrofitas,
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(U Mann Withney, p>0,05) por lo que las diferencias morfoldgicas (Biomasa, nimero de
hojas y longitud maxima de raiz) que presentaron las macrdfitas proporcionan las mismas

condiciones para el establecimiento de un niumero alto de individuos.

Figura 4. Abundancias porcentuales de los géneros mas representativos en las poblaciones de Ps y Ec muestreadas.
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3.4 INFLUENCIA DE LAS VARIABLES MORFOLOGICAS VEGETALES

El andlisis de redundancia canoénica (ADR) explicé 87% de la varianza total con

los dos primeros ejes, al relacionar las variables morfoldgicas de las plantas, con la

abundancia de los géneros de MAE encontrados (Figura 5).

Se pudo determinar que el nimero de hojas es la variable vegetal que mas

influye en la presencia y abundancia de 7 géneros entre los cuales se encuentran tres

de los mas abundantes del muestreo. A su vez los cambios en los valores de biomasa

se correlacionaron con la macrofita E. crassipes lo cual a su vez influencia los cambios
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en la abundancia del coledptero Neochetina. De los géneros colectados tres mostraron
preferencia por una especie de macrofita; Odontomyia y Pomacea se asociaron con la
especie Pistia stratiotes, mientras que el género Neochaetina parece ser casi exclusivo de
Eichhorna crassipes. El Bivalvo Hyriide no se relaciond con un tipo en especial de planta,
sino por el niumero de plantas por unidad de area, independientemente de la especie, es
una caracteristica que influencia la abundancia de este molusco.

Figura 5. Andlisis de redundancia candnica calculada entre los géneros de MAE colectados y las variables

Morfoldgicas registradas en las macrdfitas flotantes. Las estrellas son P. stratiotes y los rombos son. E. Crassipes,
NN= Psychodidae; NN2= Hyriidae.
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4 CONCLUSIONES

La comunidad de macroinvertebrados colectada en las dos especies de macrofitas
acuaticas flotantes estuvo compuesta por 40 géneros distribuidos en 26 familias,
12 6rdenes y 6 clases, dentro de los cuales la clase Insecta fue la mas rica (77,5%) y
abundante (95,4%). Dentro de Pistia stratiotes se registraron 28 géneros en 18 familias
y 9 ordenes, dentro de los cuales Probezzia, Alluadomyia, Psychodidae, Odontomia, las

subfamilias Orthocladiinae y Tanypodinae (Familia Chironomidae), los generos Tabanus
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sp, Chrysops sp y Pomacea sp, contribuyen con las mayores densidades registradas. En
Eichhorna crassipes se registraron 29 géneros, 15 familias y 8 ordenes; los géneros mas
importantes colectados dentro del buchén de agua (Eichhorna crassipes) fueron de mayor
a menor Neochetina sp, Probezzia, Alluadomyia, Psychodidae, Tabanus, Tanypodinae, la
familia Hyriidae, Orthocladiinae, Pomacea, Histrycosoma, Chrysops.

Se encontraron diferencias en la composicion de macroinvertebrados colectados
en las macrofitas; de los 40 géneros reportados en el trabajo, las macrofitas acuaticas
compartieron un 41% (17 géneros) dentro de los cuales el 60% fueron dipteros. Sin embrago
se presentaron 12 géneros exclusivos de Eichorna crassipes y 11 géneros de Pistia stratiotes.
Aunque el numero de géneros compartidos es alto, la estructura de las poblaciones dentro
de cada planta es similar dominando en ambas plantas los Dipteros y Coledpteros.

Se pudo determinar que el nimero de hojas es la variable vegetal que mas
influye en la presencia y abundancia de 7 géneros entre los cuales se encuentran tres
de los mas abundantes del muestreo. A su vez los cambios en los valores de biomasa
se correlacionaron con la macrofita E. crassipes lo cual a su vez influencia los cambios
en la abundancia del coledptero Neochetina. De los géneros colectados tres mostraron
preferencia por una especie de macrofita; Odontomyia y Pomacea se asociaron con la
especie Pistia stratiotes, mientras que el género Neochaetina parece ser casi exclusivo de
Eichhorna crassipes. El Bivalvo Hyriide no se relaciond con un tipo en especial de planta,
pero si el numero de plantas por unidad de area, que se constituye en una caracteristica

que influencia la abundancia de este molusco.
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RESUMO: O achiga (Micropterus salmoides
Lacépéde, 1802) &€ uma espécie piscicola
introduzida em Portugal no final do século XIX.
E um peixe muito popular na cozinha regional
do Ribatejo, Beira Baixa e Alentejo. Como néo
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ha no mercado portugués alimento composto
comercial especifico para achigas, a primeira
empresa portuguesa com licenca para produzir
esta espécie piscicola, considerou necessario
avaliar o crescimento de achigas utilizando um
alimento composto formulado para douradas
e robalos (proteina 52%; gordura 18%). Para
realizar este estudo foram capturados 358
juvenis de achigas selvagens com O+ anos. Os
peixesforamcolocadosnumtanquecircular para
habituacdo ao alimento composto comercial e
para avaliacdo de diferentes parametros de
crescimento. A taxa de sobrevivéncia durante
os 35 dias de habituacao ao alimento granulado
foi de 90,2%. O ensaio de crescimento que se
seguiu teve a duragao de 129 dias, periodo em
que a temperatura da agua variou entre 24,6°C
e 10,0°C. No primeiro dia de ensaio (diaO) foram
amostrados 67 peixes que apresentaram os
seguintes resultados: peso 15,31 g (+2,681);
comprimento 11,48 cm (+0,708); Fator K 1,007
(+0,112). No ultimo dia do ensaio (dia129) foram
amostrados 60 peixes que apresentaram os
seguintes resultados: peso 24,00 g (+4,194);
comprimento 12,73 cm (+0,658); Fator K 1,162
(+0,139). Os resultados obtidos evidenciam
aumento significativo do peso (+56,8%), do
comprimento (+10,9%) e do Fator K dos peixes
(+15,4%) (p<0,05), 0 que nos permite concluir
que o alimento composto comercial utilizado
parece ser adequado a alimentagéo de juvenis
da espécie M. salmoides.
PALAVRAS-CHAVE: Micropterus salmoides.
Alimento composto. Peso. Comprimento.
Fator K.
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GROWTH EVALUATION OF LARGEMOUTH BASS RAISED IN AQUACULTURE

ABSTRACT: Largemouth bass (Micropterus salmoides Lacépéde, 1802) (LB) is a
freshwater fish introduced in Portugal in the end of XIX Century. It is a very important fish in
regional cuisine especially in Ribatejo, Beira Baixa and Alentejo regions. Since in Portugal
there are no specific LB comercial feed compound, the first fish farm with permission for
LB production whanted to evaluate the potencial growth capacity of a commercial feed
formulated for seabream and European seabass (protein 52%, fat 18%). At the beginning
of this study, 358 juvenile LB (0O+ years) were caught from small dams close to the fish
farm. The survival rate during the 35 days of compound feeding training was 90.2%. The
water temperature during the 129 days of the growth test varied between 24.6°C and
10.0°C. On the first day of the growth test (day0) 67 fish were sampled and showed the
following results: weight 15.31 g (+2.681); length 11.48 cm (+0.708); K-factor 1.007 (+0.112).
On the last day of the trial (day 129), 60 fish were sampled and showed the following
results: weight 24.00 g (+4194); length 12.73 cm (+0.658); K-factor 1162 (+0.139). The final
results show a significant increase in fish weight (+56.8%), length (+10.9%) and K-Factor
(+15.4%) (p<0.05), which allows us to conclude that the commercial feed compound is
suitable for feeding juveniles of the species M. salmoides.

KEYWORDS: Micropterus salmoides. Commercial feed compound. Weight. Length. K
condition factor.

1INTRODUGAO

O achiga (Micropterus salmoides, Lacépéde, 1802) é um peixe com elevado
interesse gastrondmico e desportivo. Esta muito bem adaptado aos sistemas lénticos da
Peninsula Ibérica. Foi introduzido em Portugal em 1898 na Lagoa das Sete Cidades, llha
de Sao Miguel - Acores, através de exemplares vindos dos Estados Unidos da América
(EUA) (Silva, 1992). Mais tarde, em meados do século XX, foi introduzido no continente
portugués para controlar a populacdo de Gambusia holbroki (Girard, 1859), espécie
piscicola que havia sido introduzida em 1921 para ajudar a combater a malaria na bacia
mediterranica (Almaga, 1996).

Nos EUA, a producao em cativeiro de alevins para repovoamento data de 1930,
altura em que foram realizados varios trabalhos sobre reproducéo de achigas. Na década
de 80, varias pisciculturas americanas, particulares e estatais, aperfeicoam técnicas de
treino de alimentacéo para maximizar a producéo de achigas em cativeiro. A procura de
achigas de grandes dimensdes como troféus de pesca tem aumentado nos EUA e tem
desencadeado o interesse dos piscicultores para a producao destes peixes com vista ao
repovoamento de locais utilizados para pesca desportiva. Os peixes produzidos também
tém escoamento garantido junto das comunidades asiaticas apreciadoras de filete de
achiga (Heidinger, 2000; Tidwell et al., 2000; Quinn e Paukert, 2009). Estima-se que
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mais de 500.000 kg de achigds com 400 - 700g (peso de mercado) sejam produzidos
anualmente nos EUA para venda como alimento (Tidwell et al., 2002).

Em Franga também se produzem achigds para repovoamento e para consumo
humano (Arrignon, 1984) e em Portugal, entre 1958 e 2000, foram produzidos em cativeiro
mais de 270.000 juvenis de achig3, utilizados para repovoamento de varias massas de
agua de Norte a Sul (Lourenco, 2004). De acordo com Maia (2008) citado por Gomes
(2009), os postos aquicolas nacionais atualmente em funcionamento trabalham apenas
com duas espécies piscicolas, a truta comum (Salmo trutta fario Linnaeus, 1758) e a
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792). O posto aquicola de Mira, que se
destinava a producdo de achigas e carpas (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758), e o posto
aquicola da Azambuja, que produzia achigas, carpas e tencas (Tinca tinca Linnaeus,
1758), estao atualmente desativados.

Em Portugal, o achiga apresenta elevado interesse gastronomico com pregos de
venda ao publico variando entre os 5 e 8 €/kg, podendo atingir os 12 €/kg em locais onde
a procura para consumo doméstico ou para a restauragao € muito elevada. Em algumas
localidades, esta espécie € motivo de reunides gastrondmicas sendo o achiga um dos ex-
libris da gastronomia do Ribatejo, da Beira Baixa e do Alentejo. Destaca-se o conhecido
Festival Gastronomico do Achiga de Vila de Rei, cuja 14.* edicao decorreu em 2021 (https://
turismodocentro.pt/evento/14o-festival-gastronomico-do-achiga-em-vila-de-rei/).

Devido ao elevado interesse gastrondmico que esta espécie piscicola tem em
Portugal, tém sido realizados varios trabalhos para conhecer o valor nutricional e a
quantidade de metais pesados presentes na parte edivel de achigas selvagens capturados
em sistemas Iénticos (Belo et al., 2007; Rodrigues, 2017; Rodrigues et al., 2018; Rodrigues
e Veloso, 2018).

Através do Despacho 11246/2010 de 9 de julho, foi licenciada a primeira empresa
portuguesa para a producao comercial de achigas. Nao havendo no mercado nacional
alimento granulado especifico para achigas, a empresa considerou necessario avaliar o
crescimento de achigas utilizando um alimento granulado formulado para outras espécies
piscicolas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros de crescimento de juvenis
selvagens da espécie M. salmoides alimentados com granulado comercial formulado para

douradas (Sparus aurata Linnaeus, 1758) e robalos (Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758).

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdao deste trabalho foram capturados 358 juvenis selvagens de

achigas com O+ anos no dia 20 de setembro, final do verao. As capturas foram feitas com
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rede de alar (1 cm? de malha) em quatro pequenas barragens de rega de que a empresa é
proprietaria. Com o objetivo de aumentar o nimero de capturas e com auxilio de um bote
de borracha, foram efetuadas duas agdes de pesca por barragem, com alagem da rede
(arte xavega) para dois locais diferentes.

Os 358 peixes capturados foram colocados num tanque circular de fibra de
vido com 3.000 L de agua e fluxo constante de 4 L/hora de agua néo reutilizada no
sistema. A biomassa inicial foi de 2,32 kg de peixe por m3. O mesmo tanque foi utilizado
durante o periodo de habituacéo ao alimento granulado comercial e durante o ensaio de
crescimento.

Nao havendo no mercado portugués alimento especifico para achigas, a fase
de habituagdo ao alimento solido foi feita com recurso a um granulado comercial
desenvolvido para douradas e robalos (Tabela 1). O alimento granulado foi distribuido
duas vezes durante o dia, ao inicio da manha e ao fim da tarde. A quantidade de granulado
distribuida diariamente correspondeu a 1,5% da biomassa do tanque.

Tabela 1. Tamanho da particula, densidade e composi¢do nutricional do alimento granulado comercial utilizado

durante na fase de habituagdo dos achigas (informacéo do fabricante). O granulado utilizado foi formulado para
alimentar douradas e robalos entre 5 e 15 g de peso vivo.

Tamanho particula Densidade PB GB Cinzas FB Ca P Lisina Metionina
(mm) (g/litro) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

16-1,8 >600 520 18,0 11,0 10 24 10 016 0,06

De acordo com informacdo do fabricante, o granulado utilizado no ensaio de
alimentacgao de achigéas continha farinha de peixe, farinha hidrolisada de sangue e penas,
farinha de gluten de milho, 6leo de peixe, amido de ervilha, proteina soluvel de peixe,
farinha de lulas, levedura de cerveja e farinha hidrolisada de concentrado de krill.

No dia da captura foram pesados e medidos aleatoriamente 57 achigés. O periodo
de habituacdo ao alimento granulado comercial teve a duracao de 35 dias e no final da
fase de habituacdo, uma amostra aleatéria de achigas presentes no tanque (n=67) foi de
novo pesada e medida. Este momento correspondeu ao dia O do periodo de ensaio (dia O).

Amostras aleatorias dos achigas do tanque voltaram a ser pesadas e medidas nos
dias 35 (dia 35), 67 (dia 67), 94 (dia 94) e 129 dias (dia 129). Nos mesmos dias foi registada
a temperatura da agua. Durante o ensaio, foi quantificada a mortalidade dos peixes e
controlada a concentragéo de O, que foi sempre superior a 8 mg/L.

O ensaio de alimentagao decorreu entre o dia 25 de outubro e o dia 03 de marco
do ano seguinte.

O fator de condi¢cado corporal de Fulton (Fator K) dos peixes amostrado foi

determinado através da equacao (1) (Tidwell et al., 2003),
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Fator K =100 x P x C3 (1),

em que P corresponde ao peso do peixe em gramas e C corresponde ao comprimento
em centimetros.
Para o calculo da taxa de crescimento especifico (TCE), utilizou-se a equacéao (2)
(Tidwell et al., 2003),
TCE (%) = 100 x [(In peso final médio - In peso inicial médio) / tempo] (2).

No final do periodo de habituagéo ao granulado comercial e no final do periodo
de ensaio foram determinadas as Taxas de Sobrevivéncia (TS) utilizando a equacéo (3)
TS (%) = [(nimero inicial de peixes — numero final de peixes) / numero inicial de

peixes] (3).

No final do periodo de ensaio foi determinado o Ganho de Peso (GP) através da
equacéo (4)
GP (g) = peso final - peso inicial (4).

A biomassa no final do periodo de ensaio foi de 2,27 kg de peixe por mé.

Os resultados foram analisados com recurso ao programa informatico IBM SPSS.
Para cada momento de amostragem calculou-se a média e o desvio padrao (+dp). Para
comparagao de médias dos resultados obtidos utilizou-se a ANOVA e o teste de Tukey a

5% de probabilidade foi utilizado como teste de comparagcdes multiplas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As matérias-primas utilizadas no fabrico de alimentos compostos para peixes
deverao fornecer quantidades suficientes de acidos gordos polinsaturados e de proteinas
de elevado valor bioldgico.

A fonte lipidica deve ser maioritariamente 6leo de peixe ou entdo misturas de
6leo de peixe com gorduras vegetais. Segundo Tidwell et al. (2007), sendo o achiga um
peixe de aguas quentes parece nao ter grande necessidade de consumir acidos gordos
polinsaturados das familias n-3 e n-6.

A farinha de peixe é outra das matérias-primas que deve estar presente em
alimentos granulados para peixes. E particularmente interessante devido a elevada
digestibilidade da sua proteina, ao perfil de aminoacidos e ao seu conteudo em taurina,
selénio e acidos gordos insaturados (NRC, 2011). No entanto, como a farinha de peixe
produzida a nivel mundial ndo consegue satisfazer as necessidades crescentes da

aquacultura, varios estudos tém vindo aindicar que na formulagao de alimentos granulados
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para achigas, a farinha de peixe pode ser parcialmente substituida por outras fontes
proteicas, como aconteceu no alimento granulado utilizado neste ensaio. Sdo exemplos
de fontes proteicas alternativas a farinha hidrolisada de sangue e penas, a farinha de soja,
a farinha de soja fermentada, a farinha de gluten de milho e a farinha de sementes de
algodao (Han et al., 2018; Li et al., 2021; Wang et al., 2021).

As matérias primas utilizadas no fabrico do granulado comercial e os teores em
proteina (52%) e lipidos (18%) (Tabela 1) estdo de acordo com o que é referido por varios
autores como ideal para um alimento composto granulado utilizado na producdo de
achigas (Anderson et al., 1981 e Tidwell et al., 1996 citados por Han et al., 2018; Tidwell et
al., 2002; Wang et al., 2021; Wu et al., 2021).

No dia da captura, os 57 achigas juvenis amostrados apresentaram valores médios
de peso, comprimento e Fator K de 19,49 g (+1,882), 11,85 cm (+0,275) e 1170 (+0,081),
respetivamente (Tabela 2). A dgua do tanque onde foram colocados os peixes estava a
26,2°C.

Tabela 2. Peso, comprimento e Fator K dos achigas no dia da captura / inicio do periodo de habituacéo (35 dias)
ao alimento composto comercial.

Temperatura Peso (g) Comprimento (cm) Fator K
Data n (°C) Média +dp Média +dp Média +dp
20 setembro 57 26,2 19,49 +1,882 11,85 £0,275 1170+0,081

n - numero de peixes amostrados; +dp - desvio padrao.

Comparando os valores médios de peso, comprimento e Fator K obtidos no
dia de captura com os mesmos valores obtidos no dia em que se iniciou o ensaio de
crescimento de achigas (diaQ) (Tabela 3), verifica-se que o peso médio dos peixes
amostrados diminuiu 21,4%, o comprimento diminuiu 8,7% e o Fator K diminuiu 13,9%.
(Tabelas 2 e 3). No entanto, embora a fase de transicéo do alimento vivo para o alimento
composto comercial tenha afetado negativamente os parametros de crescimento dos
juvenis de achigas, a taxa de sobrevivéncia foi de 90,2%, o que se considera aceitavel.
Heidinger (2000), Tidwell et al. (2000) e Tidwell et al. (2002) consideram adequadas
taxas de sobrevivéncia que variem entre 80% e 90% podendo mesmo baixar para 75%
a 60% em algumas pisciculturas comerciais Csargo (2011). De acordo com 0s mesmos
autores, o aumento da taxa de sobrevivéncia durante a fase de habituacao ao alimento
granulado contribui para reduzir substancial os custos associados a produgao comercial
de achigés.

O controlos do peso e do comprimento no ultimo dia de ensaio permitiu verificar

que o peso, o comprimento e o Fator K foram significativamente mais elevados no
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dia129 (p<0,05) (24,00 g +4,194; 12,73 cm +0,658; 1,162 +0,139), quando comparados
com os valores obtidos no diaO do ensaio (15,31 g +2,681; 11,48 cm +0,708; 1,007 +0,112)
(Tabela 3).

Considera-se importante referir que o peso médio dos peixes selvagens no dia
da captura (Tabela 2) foi ultrapassado entre os dia35 e dia67 do ensaio de alimentacao,
enquanto que o comprimento médio de captura (11,85 cm) foi ultrapassado entre os diaO
e dia35. No entanto, o Fator K dos peixes no dia de captura nunca foi ultrapassado
durante os 129 dias de ensaio. Os achigas foram pescados no inicio do outono, quando
estava a terminar o periodo de crescimento rapido de verdo. Quando os achigas foram
colocados no tanque para treino ao alimento granulado comercial, estava a iniciar-se
a época do ano com temperaturas ambientes mais baixas e, consequentemente, com
aguas mais frias. Considera-se que esta situacao tera afetado negativamente o consumo

de alimentos e, consequentemente, a evolucéo do fator de condicao corporal, o Fator K.

Tabela 3. Evolugéo do peso, do comprimento e do Fator K dos achigas, de 25 de outubro (inicio do ensaio) até 03
de margo (129 dias apds o fim do periodo de habituacédo ao alimento composto comercial).

Data / dia n Tempoe ratura Peso (g) (xdp) Comprimento (cm) Fator K (xdp)
(°C) (xdp)

25 outubro/dia0 67 246 15,31°+2,681 11,48°+0,708 1,007°+0,112
29 novembro/dia35 60 20,0 16,78°+5126 12135+0,778 0,923°+0,189
31dezembro/dia67 80 10,0 20,46°+5,363 12,592+0,771 1,010°+0,164

27 janeiro/dia94 60 14,2 2215%+5171 12,862+0,649 1,038b+0194

03 margo/dia129 60 191 24,00°+4,194 12,732+0,658 11622+0,139

n — numero de peixes amostrados; +dp — desvio padrao; notagdes diferentes na mesma coluna indicam p<0,05.

Os resultados constantes da tabela 3 também podem ser visualizados na
representacdo grafica da Figura 1. Verifica-se que durante o periodo de 129 dias, o peso
dos peixes aumentou 56,8%, o comprimento aumentou 10,9% e o Fator K aumentou
15,4%. Verifica-se também que o aumento de peso foi continuo do dia0 ao dial29,
correspondendo a uma taxa de crescimento especifico (TCE) de 0,35%/dia. Num estudo
realizado com juvenis de achigas submetidos a temperaturas de agua constantes durante
o periodo de crescimento de 107 dias, Tidwell et al. (2003) observaram TCE que variaram
de 1,3%/dia, quando a temperatura da agua foi de 20°C, e 2,0%/dia, quando a temperatura
da agua foi de 26°C. Durante a realizagao deste trabalho, a temperatura média ponderada
da agua foi de 16,8°C, fator que tera contribuido para uma menor TCE. A temperatura da
agua variou entre 24,6°C em outubro, 10,0°C em dezembro, subindo depois para 19,1°C em

marco (Tabela 3).
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Figura 1. Representacéo grafica da evolugao do peso, do comprimento e do Fator K dos achigas desde o inicio do
ensaio de crescimento (dia0) até aos 129 dias (dia129).
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Analisando a figura 1 verifica-se que o Fator K diminuiu do diaO até o dia35,
aumentando depois progressivamente até ao dial29. Nesta altura atingiu o valor
significativamente mais elevado de todo o periodo de ensaio (1162 +0,139) (p<0,05).
Utilizando a escala de avaliagdo de condicao corporal de Fulton definida por Barnham
e Baxter (1998) como, Fator K = 1,60 excelente condicédo corporal, Fator K = 1,40 boa
condicao corporal, Fator K = 1,20 aceitavel condicao corporal, Fator K = 1,00 pobre
condicao corporal e Fator K < 0,80 extremamente pobre condicdo corporal, pode-se
considerar que os achigas utilizados neste trabalho apresentaram ao fim de 129 dias de
ensaio um Fator K aceitavel. Tidwell et al. (2003) encontraram valores de Fator K para a
mesma espécie piscicola variando entre 1,3 e 1,4 quando a temperatura da agua foi de
20°C e 26°C, respetivamente.

Considera-se que a temperatura da agua mais baixa, habitual na época do ano
em que decorreu o estudo, tera condicionado os indicadores de crescimentos dos
achigas. Tidwell et al. (2003) referem que a temperatura da agua é o fator ambiental
mais importante em animais poiquilotérmicos podendo afetar diretamente o crescimento
dos achigas. Ao influenciar a atividade metabdlica, a temperatura da agua influencia as
necessidades nutricionais, o transito digestivo e o consumo de alimentos.

A temperatura da agua também influencia a quantidade de lipidos depositados
e o seu perfil de acidos gordos (Tidwell et al., 2003; Fantini et al., 2021), devido ao papel
que os acidos gordos insaturados desempenham na manutencdo da fluidez das bio
membranas a diferentes temperaturas ambientes. No entanto, ndo influencia a quantidade

de aminoacidos presentes na parte edivel dos achigas (Tidwell et al., 2003).
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A taxa de sobrevivéncia entre o diaO e o dial29 do ensaio foi de 87,9%, valor
que esta de acordo com os valores referidos por outros autores para a mortalidade
de achigas durante o periodo de crescimento apds a fase de adaptagdo ao alimento
granulado comercial. Tidwell et al. (2002) referem taxas de sobrevivéncia que podem
variar entre 97,7% e 86,5%.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que durante o periodo de habituagao ao alimento
granulado houve uma reducéo acentuada do peso e do Fator K dos peixes amostrados. A
taxa de sobrevivéncia pode ser considerada normal para esta fase.

No periodo de ensaio, entre o dia0 e o dia129, o peso, o comprimento e o Fator K
dos achigas aumentou significativamente, embora a baixa temperatura da agua possa ter
afetado o crescimento dos peixes. A taxa de sobrevivéncia verificada durante o periodo
de crescimento pode ser considerada aceitavel.

Conclui-se que o granulado comercial utilizado € adequado para a alimentagao de

juvenis da espécie Micropterus salmoides.
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RESUMO: Os acaros da espécie Varroa
destructor sdo apontados como um dos
principais factores envolvidos na morte e
desaparecimento de colénias de abelhas
meliferas. Porém, o crescente aparecimento de
resisténcia aos acaricidas, devido a utilizacao
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sucessiva da mesma molécula ou ma aplicacéo das existentes, criou a necessidade de
desenvolver novas moléculas e novos métodos de controlo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia da utilizagado de amitraz e flumetrina, utilizando farmacos homologados
em Portugal, para o controlo da varroose. Foram utilizadas 38 colmeias, de dois apiarios
localizados no Nordeste de Portugal. A selecéo de coldnias foi efetuada com recurso a
estrados sanitarios e definindo como nivel de infestagdo minimo aquelas que apresentaram
um numero superior a 50 varroas por estrado, monitorizadas num periodo de 24 horas.
De cada apiario, 19 coldnias foram divididas em trés grupos: um controlo, com 5 coldnias
(tratadas com amitraz) e dois grupos teste, com 14 colodnias (7+7) tratadas alternadamente
com amitraz e flumetrina. Foram realizadas duas aplicacdes de cada tratamento por
periodos de 42 dias cada, com monitorizagcdo da queda de acaros. No tratamento final foi
utilizado o timol e outros 6leos essenciais. Foi avaliada a eficacia dos tratamentos atraves
de andlise de variancia, usando o SPSS, 28 (p<0,05). O tratamento exclusivo com amitraz
apresentou melhores resultados com uma taxa de eficacia de 98;1%. O tratamento com
amitraz+flumetrina apresentou uma eficacia de 96,9%. Ambos os tratamentos combinados
apresentaram resultados inferiores ao controlo, apesar de apenas o flumetrina+amitraz
(94,7%) apresentar diferencas significativas com os restantes (p<0,05). Os acaricidas
estudados apresentaram uma eficacia de cerca de 95% (flumetrina) ou superior a 95%
(amitraz). Além disso, como os seus principios activos ndo pertencem a mesma classe
quimica, estes medicamentos sdo adequados para a rotacao entre si, permitindo diminuir
o desenvolvimento de resisténcia destes acaros aos acaricidas.

PALAVRAS-CHAVE: Apis mellifera. Varroa destructor. Eficacia. Amitraz. Flumetrina.

EFFICACY OF THE COMBINED TREATMENT OF AMITRAZ AND FLUMETHRIN IN
THE CONTROL OF VARROASIS

ABSTRACT: Mites of the species Varroa destructor are pointed out as one of the main
factors involved in the death and disappearance of honeybee colonies. However, the
increasing appearance of resistance to acaricides, due to successive use of the same
molecule or misapplication of existing ones, has created the need to develop new
molecules and new control methods. The objective of this study was to evaluate the
efficacy of amitraz and flumethrin, using drugs approved in Portugal, for varroasis control.
Thirty-eight hives from two apiaries located in Northeast of Portugal were used. The
selection of colonies was made using health stalls and defining as minimum infestation
level those with more than 50 varroa per stall, monitored over a 24 hour period. From each
apiary, 19 colonies were divided into three groups: one control, with 5 colonies (treated
with amitraz) and two test groups, with 14 colonies (7+7) treated alternately with amitraz
and flumethrin. Two applications of each treatment were made for periods of 42 days
each, with monitoring of mite shedding. Thymol and other essential oils were used in the
final treatment. The effectiveness of the treatments was evaluated by analysis of variance
using SPSS, 28 (p<0.05). The exclusive treatment with amitraz showed better results
with an efficacy rate of 98.1%. The amitraz+flumethrin treatment showed an efficacy of
96.9%. Both combined treatments showed lower results than the control, although only
flumethrin+amitraz (94.7%) showed significant differences with the others (p<0.05). The
studied acaricides showed an efficacy of about 95% (flumethrin) or higher than 95%
(amitraz). Moreover, since their active ingredients do not belong to the same chemical
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class, these drugs are suitable for rotation with each other, allowing to decrease the
development of resistance of these mites to acaricides.
KEYWORDS: Apis mellifera. Varroa destructor. Combined treatment. Amitraz. Flumethrin.

1INTRODUGAO

A varroose € uma doencga parasitaria das abelhas causada pelo acaro Varroa
destructor (Anderson & Trueman, 2000). Este acaro foi observado pela primeira vez nas
abelhas da espécie Apis cerana. Nesta espécie, as varroas causam danos ligeiros, pois o
seu crescimento populacional era limitado, pois s se reproduzem nos alvéolos de zangéo
(Hernandez-Rodriguez et al., 2022). Em meados do século XX, este acaro passou a infestar
coldnias de Apis mellifera, evidenciando uma maior eficiéncia reprodutiva nesta espécie de
abelhas, pois conseguem reproduzir-se tanto nos alvéolos de zangdo como nos de obreiras
(Beaurepaire et al., 2015). Os danos que a varroa causa no hospedeiro Apis mellifera séo
severos, uma vez que se alimenta dos corpos adiposos da criacéo e das abelhas adultas
(Ramsey et al, 2019). Para além da acao expoliadora direta, que resulta numa perda de
peso e de vigor das abelhas, reduzindo a sua longevidade (Rosenkranz et al., 2010), a Varroa
destructor pode ainda ser vetor de varios virus, como o virus de paralisia aguda de abelhas
(ABPV) e o virus das asas deformantes (DWV) (Bernardi & Venturino, 2016).

O ciclo de vida do acaro Varroa destructor encontra-se dividido em duas fases:
a fase reprodutiva e a fase forética. A fase reprodutiva comeca com entrada da fémea
adulta num alvéolo ndo operculado onde se ira alimentar do tecido adiposo da larva, com
0 objetivo de realizar a postura de ovos, pouco depois da operculagao, que ocorre por
volta do 9.0 dia (Murilhas & Casaca, 2004). O primeiro ovo (haploide) da origem a um
acaro macho e a cada 30 horas nasce uma nova fémea (diploide), que ira acasalar com
este macho, quando ambos estiverem férteis (Ifantidis, 1983; Rehm & Ritter, 1989, citados
por Boot et al, 1995). No alvéolo de obreira apenas duas fémeas irdo ser fecundadas
enquanto no alvéolo de zangdo ha possibilidade de trés fémeas serem fecundadas,
havendo preferéncia do acaro para o alvéolo de zangéo que & mais largo que o de obreira
(Godinho, 2009, citado por Pascoal, 2012). Este facto € exacerbado pelo maior nimero
de abelhas que visitam os alvéolos de zangao, por haver maior quantidade de alimento
e por haver maior libertacéo de feromonas por parte destes do que das obreiras (Silva,
2010). Com a desoperculacao, termina o desenvolvimento dos acaros. Os machos e as
fémeas imaturas morrem nos alvéolos e sdo removidos pelas abelhas (Calderdn et al.,
2010). Na fase forética, as varroas fémeas fecundadas saem da célula, juntamente com
a abelha, podendo passar entre as abelhas, onde vivem durante meses. Sem a abelha, a

varroa ndo é capaz de sobreviver morrendo em poucos dias (Murilhas & Casaca, 2004).
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A varroose € o principal problema da apicultura ocidental e impossivel de
erradicar no atual estado do conhecimento humano (Murilhas & Casaca, 2004). Esta
presente em todos os continentes e a nivel nacional tem estatuto de doenga endémica,
encontrando-se, por isso, presente em todos os apiarios. As abelhas Apis melliferanao tém
conseguido criar mecanismos de resisténcia ao parasita, pelo que se verifica atualmente
uma mortalidade elevada, transformando-se num dos grandes desafios sanitarios dos
apicultores em todo o mundo (Steinhauer et al., 2018).

A utilizagcao de métodos de controlo da varroa é essencial para manter a populagéo
de acaros a um nivel que ndo comprometa a sobrevivéncia das coldnias (Rosenkranz et
al., 2010). Caso nao seja aplicado qualquer tratamento os enxames ficam mais fracos
tornando-se vulneraveis a outras doencas e, em casos mais graves pode mesmo levar a
perda das coldnias. Os métodos utilizados podem ser de dois tipos; os biotecnoldgicos
e os quimicos. Os métodos biotecnologicos consistem na utilizacdo de técnicas que
permitem reduzir a populagdo de varroa na colonia tirando proveito das particularidades
do ciclo da varroa e/ou do comportamento das obreiras. Como por exemplo: a remogéo
da criacéo de zangéo (Calderone, 2002); a técnica da interrupgéo da criacao; a criacdo de
rainhas resistentes a varroa (Osterlund, 2008); a pulverizacao de agucar em po sobre as
abelhas, para estimular o comportamento higiénico (Hamdan, 2009); a mudancga regular de
quadros com ceras velhas ou com excesso de alvéolos de zangao. Alguns destes métodos
tém-se mostrado bastante eficazes, atrasando consideravelmente o crescimento da
populacéo de varroas, reduzindo significativamente a utilizagao de quimicos por parte dos
apicultores. A aplicagdo de algumas destas técnicas requer experiéncia dos apicultores
para que executem as técnicas de forma correta (Murilhas & Casaca, 2004).

Os métodos de controlo quimicos baseiam-se na utilizagdo de substancias
acaricidas naturais (acido formico, acido lactico, acido oxalico, 6leos essenciais, como o
timol, o eucaliptol, etc.), ou de sintese para matar as varroas. Alguns apicultores designam
0s primeiros produtos por acaricidas fortes e os segundos por acaricidas fracos. Estes
produtos podem atuar por contato direto ou por evaporacdo (DGAMV, 2015; DGAMYV,
2016; DGAMYV, 2022). No primeiro caso, o contacto pode ocorrer directamente no acaro
ou indiretamente através da abelha, com impregnagédo no seu corpo ao tocar nas tiras
acaricidas, transferindo para o acaro o principio activo (DGAMV, 2016; DGAMYV, 2022). No
segundo caso, o acaro é sujeito a exposicdo a uma dose letal do principio ativo, que se
encontra disperso no ambiente interno da colmeia (DGAMYV, 2015).

E na classe dos tratamentos quimicos que se encontram os tratamentos

homologados em Portugal (testados e autorizados pelas entidades oficiais) onde apenas
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se podem utilizar os seguintes principios ativos: amitraz, fluvalinato, flumetrina, timol,
acido formico e acido oxalico (DGAV, 2022).

Ao longo dos anos, varios apicultores e investigadores, um pouco por todo o
mundo, tém relatado resisténcias aos tratamentos quimicos contra a varroa, tanto aos
piretréides (Millani et al., 1995; Elzen et al., 1998; Gracia-Salinas et al., 2006), como mais
recentemente ao amitraz (Rodriguez-Dehaibes et al., 2005; Maggi et al., 2010; Kamler et al.,
2016; Rinkevich, 2020), sendo aconselhado fazer a rotatividade de substancias quimicas.

O objectivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da utilizacdo combinada de
amitraz e flumetrina, utilizando farmacos homologados em Portugal, para o controlo da

varroose.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas colmeias, distribuidas por dois apiarios localizados em Braganca
e Carrazeda de Ansides (Figura 1), no Nordeste de Portugal.

Figura 1. Localizacéo da area de estudo.
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As colmeias usadas nos dois apiarios sdo de modelo Langstroth, com uma largura
de 43 cm, comprimento de 51 cm e altura de 24 cm, contendo 10 quadros no ninho.

21 SELECGAO PREVIA DE COLONIAS

A selegdo das colonias para o ensaio foi realizada com base na contagem de
varroas.
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A contagem de varroas foi efetuada com recurso a estrados sanitéarios e definindo
como nivel de infestacdo minimo aquelas que apresentaram um ndmero superior a 50
varroas por estrado, monitorizadas num periodo de 24 horas (Figura 2).

Foram selecionadas 19 coldnias de cada apiario num total de 38.

Figura 2. Estrado sanitario com Varroa destructor.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As 19 coldnias de cada apiario foram divididas em trés grupos experimentais: um
controlo (T0), com 5 coldnias (tratadas com amitraz, nas duas aplicagdes) e dois grupos
teste com 14 colonias (7+7) com aplicagdes alternadas sequenciais de amitraz e flumetrina
(T1) e flumetrina e amitraz (T2). Cada aplicacgao foi realizada com um intervalo de 42 dias,
com monitorizacdo da queda de acaros. No final das duas aplicagdes realizadas, em cada
grupo, procedeu-se a uma aplicagdo final, com um produto bioldgico homologado para
o tratamento da varroose a base de timol e outros 6leos essenciais para eliminagéo das
varroas remanescentes.

O amitraz foi aplicado sob a forma de tiras plasticas porosas, sendo libertado
uniformemente ao longo do tempo, impregnando as abelhas por contacto direto. A dose
recomendada é duas tiras, que devem ser colocadas entre os quadros de criacao (DGAMYV,
2022). A flumetrina foi aplicada igualmente sob a forma de tiras plasticas de forma ao
produto ser libertado uniformemente ao longo do tempo, atuando igualmente por contacto

direto. A dose recomendada é também as duas tiras, que devem ser colocadas entre os
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quadros de criacido (DGAMYV, 2016). O timol e outros 6leos essenciais sdo administrados
sob a forma de esponjas com cerca de 7,5 x 5,0 x 0,5 cm. Cada esponja deve ser dividida
em quatro e distribuida pelos quatro cantos da colmeia, para obter melhor eficacia. Deve
ser colocada uma esponja a cada 7 dias, ficando o tratamento completo no final de 4

esponjas. Este tratamento ocorre por evaporacéo dos 6leos essenciais (DGAMYV, 2015).

2.3 AVALIAGAO DA EFICACIA DOS TRATAMENTOS

A contagem das varroas caidas durante o ensaio foi efectuada com intervalos
de 3 a 7 dias, usando estrados sanitarios revestidos com uma folha de cartolina untada
com vaselina.

A eficacia de cada aplicacdo e tratamento foi calculada, para cada colmeia,

utilizando o numero de varroas caidas, através da seguinte formula:

numero de varroas caidas durante a aplicagéo ou tratamento
numero de varroas totais caidas apds a aplicagao final

Eficacia (%) = X 100

2.4 EDIGAO DE DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Foi avaliada a eficacia da utilizagao das aplicagdes sucessivas e dos tratamentos
globais no combate a varroose através de analises de variancia, usando o SPSS, v28
(p<0,05). Os modelos incluiam o local do apiario e o tipo de tratamento (foi excluida
a interacdo entre fatores por, numa analise prévia, ndo apresentarem diferencas

significativas em qualquer uma das aplicagdes ou tratamento global).

3 RESULTADOS

Na primeira aplicacdo, no apiario de Braganca, o principio ativo que demonstrou
maior eficacia foi o amitraz, com 91,3% de queda de varroas no grupo T1 e 87,1%, no
grupo TO. A utilizacdo da flumetrina demonstrou menor eficacia com 65,3% (Quadro
1). De forma semelhante, no apiario de Carrazeda de Ansides, foi também o amitraz o
principio ativo que mostrou maior eficacia, com 91,2% no grupo TO e 90,2% no grupo T1.
Também aqui foi a flumetrina que mostrou menor eficacia (70,2%, no grupo T2; Quadro 1).
Verificaram-se diferencas significativas entre a eficacia na primeira aplicacédo do amitraz
e da flumetrina (p=0,001; Quadro 1). Contudo, o local do apiario nédo influenciou a eficacia
de cada um dos grupos (p=0,421).

A segunda aplicagao foi, de um modo geral, menos eficaz que a primeira. Neste

caso, em Braganca, o principio ativo mais eficaz foi novamente o amitraz (30,4%, no
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grupo T2), onde anteriormente havia sido aplicada a flumetrina (Quadro 1). A aplicacdo
de flumetrina revelou-se menos eficaz, com 7,3% no grupo T1. A situagao foi semelhante
em Carrazeda de Ansiaes, onde a aplicacéo de amitraz no grupo T2 resultou numa maior
eficacia (24,2%). Também na segunda aplicagdo ocorreram diferengas significativas
entre a eficacia na aplicacado do amitraz e da flumetrina (p=0,001; Quadro 1).

A aplicacao final resultou numa menor eficacia nos grupos que tiveram a primeira
aplicacdo com amitraz (TO e T1), com diferencas significativas (p=0,002) em relacdo ao
grupo T2 (Quadro 1). Por outro lado, o local do apiario ndo influenciou a eficacia de cada
um dos grupos (p=0,084; Quadro 1).

Quadro 1. Eficacia média (+ desvios-padrao; %) dos acaricidas, de acordo com o local do apiario e o tipo de
tratamento, em cada aplicagao e no global.

Aplicagao/ Local TO T T2 Prob.
Tratamento
Braganca 871+4,3 91,3157 65,3+10,0 042
421
Primeira Carrazeda 91,2145 90,2+5,0 70,2175
Total 89,2+4,72 90,7+5,22 67,8+13,9° 0,001
Braganca 1,4+4,2 7,3+3,8 30,4+9,4
0,173
Segunda Carrazeda 6,9+3,7 6,9+3,5 24,2+14,8
Total 9,1+4 42 71£3,52 27,3+12,3° 0,001
Braganca 1,5+0,8 2,9+1,2 4,2+20
0,084
Final Carrazeda 2,4+10 3,3+1,3 6,5+4,0
Total 1,9+1,02 314122 5,3+3,2° 0,002
Braganca 98,5+0,8 97,1+1,2 95,8+2,0
0,084
Global Carrazeda 97,6+1,0 96,7+1,3 93,5+4,0
Total 98,1+1,02 96,9+1,22 94,7+3,2° 0,002

Em relagdo a avaliagéo global, a escolha do amitraz na primeira aplicagéo € a
solugédo que se mostrou mais eficaz (T0=98,1% e T1=96,9%), relativamente ao grupo T2
(94,7%; p=0,002), como podemos observar nos resultados do quadro 1. Nos tratamentos
combinados, o grupo T1 que teve na primeira aplicagdo o amitraz e na segunda aplicagcao
flumetrina, grupo T2, foi o que mostrou melhor eficacia, com 96,9%, em detrimento da
aplicacao inversa, no grupo T2 (94,7%). Além disso, verificamos que o grupo T2 apresenta
maior disperséo dos resultados (Figura 3), sendo, portanto, menos homogénea a resposta

de cada colonia no combate a varroose.
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Figura 3. Distribuicéo da eficacia (%) no tratamento global contra a varroa.
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4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Em relacao aos resultados obtidos neste estudo, o amitraz em duas aplicagdes
mostrou ser a melhor opgao para o tratamento da varroa, com uma eficacia superior a
98%. Em relagdo aos tratamentos combinados, o que mostrou maior eficacia foi o que
comegcou por utilizar o amitraz seguido da flumetrina, com 96,9% de eficacia, sendo a
tratamento que utiliza flumetrina seguido de amitraz o menos eficaz (94,7%).

Foram encontradas eficacias elevadas com a utilizacdo de amitaz em 2007
na Polonia (Chuda-Mickiewicz et al, 2007). Em Franca, a Fédération Nationale des
Organisations Sanitaires Apicoles Départementales (FNOSAD) realiza, anualmente, desde
2007, uma monitorizacdo de campo, sobre a eficacia dos medicamentos veterinarios
acaricidas autorizados, para o tratamento do acaro Varroa. Em 2014, o amitraz foi o
principio ativo mais eficaz, com uma eficacia superior a 95% em 87% das colonias tratadas
(Vandame, 2014). Contudo, dados de 2020, mostraram que o mesmo produto comercial a
base de amitraz teve uma eficacia superior a 95% apenas em 49% das coldnias tratadas,
enquanto um outro produto também com amitraz apresentou uma eficacia superior a
95% em 67% das colonias tratadas, existindo ja sinais de coldnias resistentes a esta
substancia (Vandame, 2022). Em Portugal, em 2007, apicultores queixavam-se de uma
diminuicéo da eficacia do amitraz no combate da varroa. Foi realizado um estudo com
4000 colmeias, das quais 1579 forneceram dados conclusivos, indicando que 17% teriam

uma populagéo de varroa tolerante ao amitraz (utilizando como limite inferior de eficacia
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0s 80%) (Pires et al., 2007). Dados recentes em Espanha, de um bioensaio que utilizou trés
acaricidas diferentes e cujo principio ativo era o amitraz, todos evidenciam uma eficacia
inferior a 95%, havendo mesmo casos em gue a eficacia foi inferior aos 90%, mostrando
um desempenho abaixo do que era expectavel (Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

O amitraz € um dos produtos quimicos de sintese mais utilizados pelos apicultores.
Apesar do longo historial da sua utilizagdo € um principio ativo ao qual a varroa ainda
é susceptivel (Rinkevich, 2020). Atua por contacto direto e o modo lento de libertacao
permite maior eficacia contra a varroose. O amitraz € um parasiticida pertencente ao
grupo inseticida da formamida. O principal mecanismo de agao ¢ a inibicao dos recetores
octopaminérgicos no sistema nervoso central dos acaros, induzindo o aumento da
atividade neuronal, comportamento anormal, desapego e morte. Assim, a abelha contacta
com a tira de amitraz, impregnando a cuticula exterior da varroa, atuando contra o acaro
(DGAMYV, 2022).

Em relacdo a flumetrina foram encontrados valores de eficacia bastante
diferentes. Foram relatados valores de eficacia médios de 96,5% no Canada, apesar da
grande variabilidade nos valores encontrados (de 58,7% a 100%; Olmstead et al., 2019).
Valores bastante mais baixos foram relatados na Croacia, encontrando-se entre os 22,8%
e 0s 56,2% de eficacia (Gajger et al., 2020). A flumetrina & um parasiticida do grupo dos
piretroides sintéticos que interfere com o canal de sédio da membrana da célula nervosa
durante a excitacao, resultando em descargas prolongadas e repetitivas e, por ultimo, na
morte do parasita (DGAMV, 2015).

Por todo o mundo, desde ha muito tempo que sado conhecidas as resisténcias aos
acaricidas piretroides, entre os quais a flumetrina, devido a sua utilizagdo em larga escala
(Milani, 1995; Rodriguez-Dehaibes et al., 2005; Mitton et al., 2016).

Em 2012 (Pascoal, 2012) foi efetuado um trabalho semelhante ao nosso,
utilizando dois produtos acaricidas combinados homologados em Portugal, com objetivo
de determinar sua eficacia no controlo de Varroa destructor, o timol (Thymovar®) e o
fluvalinato (Apistan®). O grupo, em que foi usado timol no primeiro tratamento e fluvalinato
no segundo tratamento, foi o que teve menor eficacia (87,3%) em comparagdo com o
grupo em se alternou a ordem dos tratamentos (91,2%; Pascoal, 2012). Neste caso, o
fluvalinato, sendo também um acaricida piretréide, demonstrou menor eficacia quando foi
usado para primeiro tratamento, contrariamente ao sucedido no nosso trabalho.

Devido a diminuicao da eficacia dos poucos acaricidas homologados em Portugal
(Pires et al., 2007), a utilizacdo combinada de dois ou mais acaricidas, bem como a
rotatividade dos produtos quimicos e principios ativos utilizados, tem vindo a apresentar-

se como uma alternativa para prevenir o desenvolvimento de resisténcias.
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5 CONCLUSOES

A eficacia dos acaricidas pode variar pela presenca de populagdes de Varroa
destructor resistentes. A combinagéo de produtos quimicos utilizados neste trabalho
mostrou ser uma boa escolha para o controlo da varroose e como 0s seus principios
activos ndo pertencem a mesma classe quimica, estes produtos sdo adequados para
a rotacao entre si, permitindo assim diminuir o desenvolvimento de resisténcia destes

acaros aos acaricidas.
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(Chipauquil) son de subsistencia, con mano de obra familiar y netamente dependientes de
las condiciones climaticas (precipitaciones) parala produccion primariay secundaria. Estos
ambientes aridos se caracterizan por contar con pequefios mallines que se abastecen de
humedad de muchas vertientes o nacientes de agua naturales que emanan de la meseta
basaltica, y que se pierden en diferentes cursos de agua sin ser aprovechada para el riego
de pasturas. El objetivo del presente trabajo de experimentacion y extension consistio
en mejorar la captacion, conduccion y distribucion de agua de vertientes y la siembra de
pasturas perennes en un mallin de la cuenca del arroyo Valcheta. La experiencia se inicio
durante el 2014 y consistio en captar y almacenar en una represa aproximadamente 8
litros de agua por segundo de 11 vertientes distribuidas en la parte superior del mallin. La
represa de un radio de 5 m, y 1,5 m de profundidad fue construida con materiales del lugar
(tierra y piedras) e impermeabilizada con polietileno. Se construyeron sobre la represa 2
compuertas que se ubicaron en lugares opuestos y a partir de las cuales se generaba la
salida del agua para el riego. En el mallin de aproximadamente 5 ha se trazaron curvas de
nivel para la construccion de canales de conduccion de agua distribuidos en el terreno.
El objetivo fue lavar las sales solubles del suelo y por otro generar las condiciones
propicias para la siembra e implantacion de pasturas perennes. El mallin fue clasificado
en 3 ambientes de acuerdo al suelo y vegetacion presente. El mallin fue clausurado
con alambre perimetral para no permitir el ingreso de hacienda y generar el ambiente
adecuado para la siembra de las pasturas.

PALABRAS CLAVES: Agua. Valcheta. Pasturas. Vertiente. Represa.

WATER OF CATCHMENT AND DISTRIBUTION FOR IRRIGATION PASTURES IN
CHIPAUQUIL (DEPT. VALCHETA). ARGENTINA

ABSTRACT: The production systems sheep-goat of the Somuncura plateau region
(Chipauquil) are subsistence, with family labor, and clearly dependent on climatic
conditions (rainfall) for primary and secondary production. These arid environments are
characterized by having small malls that are supplied with moisture from many springs or
water natural sources that emanate from the basaltic plateau, and that are lost in different
water courses without being used for irrigation of pastures. The objective experimental
and extension work in a mallin in the Valcheta stream basin consisted improving the
catchment, conduction and distribution of water from springs and the sowing of perennial
pastures. The experience began in 2014 and consisted of capturing and storing in a dam
approximately 8 liters of water per second from 11 springs distributed in the upper part of
the mallin. The dam with a radius of 5 m, and 1.5 m deep was The objective was to wash the
soluble salts from the soil and, on the other, to generate the favorable conditions for the
sowing and implantation of perennial pastures. Mallin was classified into 3 environments
according to the soil and vegetation present. Mallin was with closed perimeter wire to
prevent the entry of the ranches and to create the right environment for sowing pastures.
KEYWORDS: Water. Valcheta. Pasture. Slope. Dam.

1 INTRODUCCION

El departamento (Dpto.) Valcheta se encuentra en la Pcia. de Rio Negro, posee

una superficie de 20.457 km2 y limita al Norte con el Dpto. Avellaneda, al Este con el Dpto.
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San Antonio, al Oeste con el Dpto. 9 de Julio y al Sur con la Meseta Sumuncura y Pcia. de
Chubut (Figura 1). La ciudad cabecera es la localidad de Valcheta y en la misma se sitian
diferentes instituciones del estado municipal, provincial y nacional que interactian entre

si en post del crecimiento y desarrollo de su poblacion.

Figura 1. Ubicacion geografica del Dpto. Valcheta en la Pcia. de Rio Negro. Argentina.

l— -+ h-

EI'INTA es uno de los organismos nacionales que tiene su asiento en la localidad y
por medio de su agencia de extension rural (AER) compromete RRHH y presupuestarios
para trabajar con la poblacién rural y peri urbana del Dpto. El territorio que cubre la AER
Valcheta abarca el Dpto. Valcheta y el Este del Dpto. 9 de Julio. En este ultimo se localiza
el Municipio de Ramos Mexia y las Comisiones de Fomento de Treneta y Yaminué. Mientras
gue en el Dpto. Valcheta se encuentralas Comisiones de Fomento de Aguada Cecilio, Nahuel
Niyeu, CHIPAUQUIL, Sierra Paileman, Arroyo Los Berros y Arroyo Ventana. Los técnicos de
la AER, en conjunto con técnicos del area de produccién animal de la estacion experimental
agropecuaria Valle Inferior del INTA (EEAVI) y productores de la region del Paraje
Chipauquil, detectaron la necesidad y/o demanda de trabajar en la mejora de la captacion,
almacenamiento y distribucion de agua de vertientes naturales para el riego de pasturas
naturales y/o implantadas. Este paraje se encuentra al pie de la meseta Somuncura, mas
precisamente al sudoeste de la localidad de Valcheta. En esta region la precipitacion media
histdrica es de 200 mm anuales. El poblado cuenta con aproximadamente 50 personas que
viven en un radio de 50-60 km y es alli a partir de las vertientes de la meseta basaltica donde
nace el arroyo Valcheta. Los productores que alli viven tienen pocos animales (100-200

ovejas), escaza inversion en infraestructura predial (alambres, aguadas, corrales, potreros
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cercados) y con serios problemas de mortandad de animales por predacion de zorros y
pumas. En la cuenca de este arroyo desembocan centenares de vertientes que alimentan
el caudal del mismo, pero a su vez tienen un rol fundamental en el soporte de ecosistemas
denominados mallines que se situan muchos en los bordes de la cuenca. Estos mallines
generalmente se caracterizan por ser poco productivos en términos de oferta de forraje,
con suelos salinos o salinos-sodicos, con coberturas herbacea que generalmente son
maciegas, pichana y gramineas anuales y perennes.

A partir de este diagndstico se comenzo a trabajar en el establecimiento del Sr.
Ariel Calvo y flia. donde en el mismo se contaba con un potrero de 5 ha cercano a la casa
principal que era regado por 11 vertientes que se distribuian de manera muy heterogénea,
con baja distribucion de la humedad y colonizado por especies pocos palatables por los
animales. El principal problema en este sistema en términos productivos era la perdida de
los corderos post paricion por causas de predacion cuando los animales se encontraban

en grandes potreros cambo abierto y lejos del cuidado del productor.

11 OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo de experimentacion adaptativa fue mejorar
el potrero/mallin de 5 ha y que cumpla el rol de un gran “pulmén verde” de forraje con
buena calidad para que pueda ser aprovechado por los animales en épocas o momentos
estratégicos como la paricion, pre-servicio con carneros y/o engorde de corderos. Para

cumplir con este objetivo se trazaron varios objetivos especificos que consistieron en:

1. Realizar una reserva de agua (represa) a partir de la principal vertiente.

2. Construir 2 compuertas en lados opuestos de la represa para conducir el
agua de riego.

3. Medir y realizar curvas de nivel que definirian las trazas de los canales que
distribuirian el agua por todo el potrero.
Realizar los canales de distribucion de agua con pala y pico.
Raleo de la vegetacion herbacea presente (maciegas y pichanas) y clausura
perimetral del potrero con alambre.

6. Intersiembra del lote con gramineas y leguminosas adaptadas a estos
ambientes, utilizando maquinaria agricola de minima labranza.

El trabajo comenzo a mediados del afio 2014 y en la actualidad continua con la

implementacion del objetivo 6. En esta actividad participaron técnicos del INTA (AER

+EEAVI), de la Subsecretaria de agricultura familiar y el productor con su flia.
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2 RESULTADOS

Al inicio de la experiencia se realizoé un relevamiento por el potrero de 5 ha donde
se identificaron las especies herbaceas presentes, la nivelacion del terreno junto a sus
caracteristicas edaficas y la ubicacion y caudal de las distintas vertientes naturales que
darian origen a la futura represa que almacenaria el agua (Figura 2). Una vez identificada
la vertiente principal por sus caracteristicas de ubicacion, forma y caudal, se procedio
a construir y consolidar el terraplén que daria contencion al agua de la represa (Figura
3). Este terraplén se construyd con insumos (tierra y piedras) del lugar, a una altura

determinada segun la distancia y altitud de la vertiente natural.

Figura 2. Situacion inicial del mallin/potrero en cercanias a la casa del campo (Izquierda) y lugar donde se realizd
la represa de agua (Derecha).

A posterior y una vez consolidado el terraplén, se comenzé a trabajar en la

impermeabilizacion de la represa que tenia en su maxima y minima longitud de ancho 15
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y 8 m respectivamente. Para la impermeabilizacion se utilizo polietileno (manta silo) de
150 micrones. También en esta instancia se construyeron las dos compuertas que darian
origen a los canales principales y que se encuentran de manera opuesta en la represa
(Figura 4).

Figura 4. Impermeabilizacion de la represa (Izquierda). Construccion de compuertas en la represa (Derecha).

A — o

Unavezfinalizada la etapalarepresa, se procedio a llenarla de agua para consolidar

la construccion de la misma y corroborar su funcionamiento (Figura 5 derecha). Se
comenzo a realizar la traza de los canales principales tomando niveles de altura (Figura
5 izquierda) para ajustar su recorrido y distribucion sobre toda la superficie del potrero
(Figura 6).

Figura 5. Medicion del nivel del terreno con Teodolito para trazado de acequias (Izquierda). Represa completa de
agua funcionando como prueba piloto (Derecha).
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Figura 6. Agua en los canales sobre el mallin (Izquierda). Realizacién de canales con pala y pico (Derecha).

3 CONCLUSIONES

El avance del trabajo se encuentra en un 70-80% de lo planificado. La represa se
consolidd y quedo en funcionamiento. El mallin/potrero mejoro la distribuciéon de agua en
su superficie a partir de los canales realizados y queda como trabajo a futuro intersembrar
el lote con pasturas perennes, utilizando herramientas/maquinarias que no generen un

disturbio edafico en sus parametros fisicos y bioldgicos.
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RESUMEN: Se precisa el concepto de
Enfermedades Infecciosas Emergentes (EIE)
de etiologia viral y bacteriana del cerdo, asi
como sus ejemplos a nivel mundial y regional
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EMERGENTES DEL CERDO

(Argentina). Se analizan los mecanismos
por los cuales se presentan y que incluyen:
el salto interespecie, la variacion antigénica
e inmunogénica de los virus (mutaciones,
recombinaciones y reassortants) asi como
resistencia de las bacterias, las modernas
técnicas metagenomicas para la su deteccion
asi como otros factores. Sumado a programas,
instituciones oficiales y laboratorios privados
que centralicen y analicen los resultados, se
precisa el rol del veterinario asesor de las
granjas porcinas para deteccion con énfasis
en los estudios postmortem.

PALABRAS CLAVE: Cerdo. Enfermedades
Infecciosas Emergentes. Mecanismos para su
presentacion.

POTENTIAL MECHANISMS BY WHICH THE
EMERGING INFECTIOUS DISEASES OF
THE PIG ARE MANIFESTED

ABSTRACT: The concept of Emerging
Infectious Diseases (EIE) of viral and bacterial
etiology of pig is pointed out, as well as
its examples at a global and regional level
(Argentina). The mechanisms by which they
occur are analyzed and include: interspecies
jump, antigenic and immunogenic variation
of viruses (mutations, recombinations and
reassortants) as well as resistance of bacteria,
modern metagenomic techniques for their
detection and other. factors. In addition to
programs of official institutions and private
laboratories that centralize and analyze the
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results, the role of the advisory veterinarian of pig farms for is detection is explained with
an emphasis on postmortem studies.
KEYWORDS: Pork. Emerging infectious diseases. Mechanisms for its presentation.

1 INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas de los animales domésticos impactan a varios
niveles: en las economias regionales /nacionales (enfermedades de alto impacto
economico-productivo, en la salud publica (zoonosis) y, en casos muy especiales y
graves a nivel global en la estabilidad social y la seguridad de los paises (pandemias,
bioterrorismo).

En el cerdo, en los ultimos 30 afnos las Enfermedades Infecciosas Emergentes
(EIE) han adquirido una gran relevancia, mas que en otras especies, y ha llevado a la
realizacion de una reunion técnica internacional (International Symposium on Emerging
and Reemerging Pig Diseases (ISERPD) orientada a dichas entidades que se realiza cada
cuatro afnos diferentes paises.

Se define como Enfermedades Infecciosas Emergentes (EIE) a la aparicion de

enfermedades /entidades /cuadros definidos que aparecen en una poblacion por primera

vez producidos por agentes no identificados con anterioridad o que pueden haber existido

antes, pero suincidencia aumenta a nivel regional/nacional o supranacional como resultado
de cambios epidemiologicos persistentes (Enfermedades Reemergentes) (Cortey y col.
2011, Dietze y col. 2012, Harding JC, 2012). Se debe considerar que una EIE ocurre cuando
existen cambios a nivel de la interrelacion entre el patégeno-huésped-ambiente-entorno.
En la practica comprenderia cualquier entidad infecciosa que constituye un problema en
un area / region en donde antes no existia.

En los animales domésticos existen 1000 patdgenos conocidos, de ellos 600
afectan a los animales de produccion, el 40% son infecciones zoonéticas y de ellas el

55% son infecciones virales, en particular virus ARN (Howard y Fletcher, 2012).

A.- Las EIE virales del cerdo que a nivel mundial que han tenido, tienen o van a

tener impacto econémico o referencial son:

Afo 1989: PRRS (Arterivirus ARN), mutaciéon del virus TGE (gastroenteritis
transmisible) » PRCv (coronavirus respiratorio porcino) (Coronavirus ARN)

ARo 1996: PCV-2 Presentacion sistémica (PMWS (Circovirus ADN cadena simple)
Ao 1998: Influenza A subtipo H3N2 triple reassortans (TRIG) (ARN segmentado)
Afo 2008: Diarrea epidémica porcina (PED variante de alta patogenicidad, China
(Coronavirus ARN)
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Afo 2009: Influenza A subtipo HIN1 pdm 09 cuéadruple reassortants (ARN
segmentado)

Afo 2014: Seneca virus (estomatitis vesicular idiopatica porcina) (Brasil, USA
Picornavirus ARN)

Afo 2015: Mutacién del coronavirus de la encefalomielitis hemoaglutinante »
tropismo respiratorio (USA, Coronavirus ARN)

Ao 2016 hasta la actualidad: PCV-3 (Circovirus ADN cadena simple) L.I.N.D.A virus
(lateral-shaking inducing neurodegenerative agent) (Pestivirus ARN), influenza D

virus, SADS (sindrome de la diarrea aguda del lechon) (Coronavirus ARN)

B.- Existen otro gran grupo de virosis en cerdos potencialmente emergentes y

de localizacion y difusion atin limitada como:

1.- 2007. PRRS (variante asiatica) China

2.- 1997 Fiebre aftosa (variante con tropismo en cerdos, Taiwan)

3.- 1998 Nipah (Malasia, zoonosis)

4.- Menangle (Australia)

5.- Bungownnah (Australia)

6.- Rotavirus (nuevos subtipos/genotipos) con transmision inter-especies (hombre-
cerdo)

C.- Asi mismo se han reportado nuevas EIE de origen viral con o sin

manifestaciones clinicas como:

6.- Porcine lymphotropic Herpes virus (ADN)

7.- Reston Ebolavirus (ARN)

8.- Torovirus (ARN)

9.- Kobuvirus (ARN)

10.- Sapelovirus (ARN)

11.- Astrovirus (ARN)

12.- Sapovirus (ARN)

13.- Norovirus (ARN)

14.- Boca virus (China, 2010)

En la Argentina en los ultimos 20 anos se han descrito un grupo de entidades
virales emergentes, algunas de ellas de alto impacto econdmico por su morbimortalidad,
otras en forma indirecta por su impacto la opinidn publica por sus implicancias en la
salud publica. El analisis de algunas de ellas en el marco de estudio de las EIE permitira
vislumbrar cual sera el accionar del veterinario asesor en sanidad porcina y como re-

direccionar la formacioén de los futuros veterinarios.
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D.- Enfermedades Infecciones Emergentes a virus ARN y ADN de cadena

simple en los cerdos en la Argentina

Ao 1998: Sindrome dermatitis nefropatia porcina (PCV-2, virus ADN cadena
simple)*
ARo 2002: Hepatitis E (virus ARN)
Afo 2003: Sindrome multisistémico de adelgazamiento/desmedro postdestete
(PMWS) (PCV-2, virus ADN cadena simple),
ARo 2006: Coronavirus de la encefalomielitis hemoaglutinante (Coronavirus ARN)*
Afo 2008: Influenza A subtipo H3N2 humano no contemporaneo (virus ARN
segmentado)*
ARo 2009: Influenza A subtipo HIN1 pandémico (virus ARN segmentado)*
Afo 2011: Influenza A subtipos rHIN2, rH3N2 y rHIN1 (human-like §1;62 +
H1N1pdmO09 (ARN segmentado)*
Afo 2012: Gastroenteritis transmisible (TGE) (Coronavirus, virus ARN)*
Ao 2019: Circovirus porcino tipo 3 (PCV-3, ADN cadena simple)*

+ Entidades en las cuales intervino LAPEVET en su diagndstico

Las EIE deberiamos diferenciarlas de Enfermedades Animales Transfronterizas

(EAT) (Transboundary Animal Diseases) que son aquellas enfermedades epidémicas
altamente contagiosas y transmisibles y que tienen el potencial de rapida difusion a través
de las fronteras nacionales y que causan serios problemas socio-econdmicos o en la salud
publica. Algunas de ellas estan incorporadas a las EIE. El ejemplo mas actual la constituye
la peste porcina africana (PPA) que ha sido descripta en cerdos salvajes de Europa

occidental y que diezmo la produccion porcina de Asia, en particular China y Vietnam.

E.- Infecciones de etiologia bacteriana que quedarian comprendidas dentro
del concepto de EIE a nivel regional / local:

1.- Salmonella Typhimurium (4,512: i:--) monofasica (zoonosis)*
2.- Clostridium difficile (zoonosis)*
3.- Clostridium perfringes tipo C*
4.- Actinobacillus suis*
5.- Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) (zoonosis)*
6.- Enterococcus hirae
7.- ¢Brachyspira hampsonii?
 Entidades en las cuales intervino LAPEVET en su diagnodstico en la
Argentina
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F.- ¢Como y porqué han emergido la EIE?

Se describen los mecanismos/hipotesis por las cuales han emergido las_EIE
(Engering y col. 2013):

F1.- La presencia un agente potencialmente patégeno en un nuevo huésped
(salto inter-especies).

Es uno de los mecanismos por el cual se genera EIE no solo en el hombre sino
también en las especies domésticas. Obedece a un cambio en la interrelacion patégeno-
hospedador a lo que se suma la accion del hombre (deforestacion/urbanizacion) y

climaticos (el Niho).

FA1. Las aves migratorias acuaticas constituyen el reservorio en el aparato

digestivo de todos los subtipos de virus de influenza cursando en las mismas como una
infeccion subclinica y contaminado los acuiferos donde nadan con la materia fecal. A pesar
que el cerdo tiene en el tracto respiratorio receptores para los virus de influenza aviares y
mamiferos, solo el subtipo influenza A HIN1 avian-like circula en Europa y recientemente
en China no asi en América del Norte y América del Sur. Sin embargo se asigna al cerdo
como el “vaso comunicante” entre las aves y el hombre para el virus de influenza A. El
pasaje “in toto” del virus de influenza de una especie a otra, requiere al menos 5 anos para
su adaptacion al nuevo huésped para producir enfermedad y durante dicho periodo circula
en forma subclinica. Una vez que cruza la barrera interespecie, persiste en esta ultima por

décadas y constituye el reservorio para futuras epidemias (Cappuccio y col. 2011).

F.1.2 En el cerdo, el virus de influenza de triple reassortants H3N2 “TRIG cassette”
(genes de origen aviar, humano y porcino) y su derivado el HIN1pdmOQ9 al que se le sumo
genes de origen porcino de Eurasia sin serlo, se comporta como un TRIG. El HIN1pdm09

fue el resultado de una cuadruple recombinacion. Se estima que la transmision al hombre

ocurrio varios meses antes de la pandemia en humanos y los ancestros del virus, circularon

aproximadamente 10-15 anos anteriores a la infeccion en el hombre, en los cerdos en la

region sur de Méjico y constituyo la 1ra pandemia de influenza del cerdo.

En el afo 2011 por estudios de vigilancia serologica en cerdos ferales de USA
(Ferguson y col 2018) y aislamiento se confirmd la presencia en cerdos de un nuevo
serotipo de influenza denominado D, cuyo ancestro podria ser el virus de influenza C
humano siendo su reservorio natural los bovinos, en particular los terneros en los que la
seroprevalencia puede llegar al 95% (Su y col. 2017).

El delta CoV HKU es originario de Hong Kong en el ano 2012, coexistiendo con el

CoV de la diarrea epidémica porcina (DEP) en un 19,7% de los casos en China (Hu, 2016).
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En el ano 2014 se presentd en América del Norte, el virus utiliza el dominio B de la espicula
viral (S) para unirse al receptor aminopeptidasa (APN) presente en las células del tracto
respiratorio, digestivo y renal, pero en el cerdo particularmente en el intestino lo que se
sugiere la presencia de co-receptores. EI APN tiene numerosas funciones enzimaticas
tales como la captacion de colesterol, quimiotaxis y adherencia celular. EI APN es un
receptor conservado y presente para otras especies en particular en las gallinaceas lo

que sugiere el posible salto interespecie de este nuevo CoV. (Li y col. 2018).

FA.3. Otra especie reservorio de virus potencialmente patégenos para el
hombre y el cerdo lo constituyen los murciélagos. Los mismos representan el 25% de
las especies de mamiferos, su existencia se remota a mas de 60 millones de afos y
es el unico mamifero volador. (Han y col. 2015). Aparte de su larga evolucion, tienen
particularidades inmunolégicas que le han permitido adaptarse y albergar a 22 familias de
virus que comprenden 5717 virus (particularmente ARN), en 207 especies de murciélagos
distribuidos en 77 paises (Allocati y col. 2016). Dentro de estas particularidades anatomica
e inmunolodgicas se citan: ausencia de médula 6sea, alta temperatura cuando vuelan
(41°C), supresion de la inmunidad cuando hibernan (8-24°C), ausencia de natural killer
cells y ausencia de genes que intervienen en la inflamacion (Han y col. 2015) Se clasifican
en: Megachiroptera que son murciélagos frugiferos y habitan en los paises en vecindad
del ecuador y los Microchiroptera que se alimentan de insectos nocturnos y que tienen
distribucion mundial con excepcion de la Antartida (Dexter y col. 2011). Las infecciones/
enfermedades en las cuales los murciélagos son el reservorio y/o la fuente de infeccioén
del hombre son: Ebola (filovirus 1976), Marbung (filovirus), Hendra (paramixovirus 1994),
Nipah (paramixovirus, 1998); SARS- CoV (coronavirus 2002), MERS (coronavirus 2012)
Hany col. 2015, Allocati y col. 2016) y SARS-CoV2. En el cerdo, si bien tienen distribucion
limitada a Asia se citan: Nipath (cuadros respiratorios y nerviosos en lechones de 1-2
semanas); Menangle virus y recientemente Sudden acute diarrhea syndrome (SADS
coronavirus) relacionado desde el punto de vista geografico, temporal, ecolégico y
etioldgico con el SARS del hombre (sudden acute repiratory syndrome) y que cursa con

diarrea en lechones de menos de 5 dias con 90% de mortalidad (Zhou y col. 2018).

F.1.4. El hombre constituye una importante fuente de infeccién por virus de influenza
A.EnlaArgentina en el ano 2000, mediante un estudio seroldgico en 17 granjas se comprobo
que los subtipos H1 y H3 de influenza de origen humano no contemporaneo circulaban
en la poblacion porcina nacional en forma subclinica (Pifieyro y col. 2010). En el 2008 se
identifico en una granja en la Pcia de Bs As con cuadro clinico un H3N2 human-like que

circuld en la poblacion humana de América del Norte y Eurasia entre los afios 2000-2003
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pero no en la Argentina (Cappuccio y col. 2011). La granja, 5 afios antes fue seroldgicamente
positiva a virus de influenza humana en forma subclinica. En el 2009, la transmision del
hombre al cerdo del HIN1pdmO09 (TRIG) modifico la epidemiologia de esta infeccion por
su capacidad por de originar reassortants con cepas de origen humano que circulaban
en forma subclinica y de las que adquiere la HA (hemaglutinina) y NA (neurominidasa) ej:
influenza A subtipos rHIN2, rH3N2 y rHIN1 (human-like §1;562 + HIN1pdmO9) (Pereda y col.

2011). Similar comportamento fue decripto em Brasil, Chile y Peru.

F.2.- Los agentes estan presentes desde hace mucho tiempo y se han
“revelado/manifestado” con el desarrollo de técnicas de biologia molecular y/o

factores exdgenos.

Debido a que la mayoria de los nuevos virus no crecen en los medios de cultivo

tradicionales, las técnicas metagendmicas como:

«  Next Generation Sequencing (NGS)

»  Whole Deep Sequencing (WDS)

«  Lawrence Livermore Microbial Detection Array (LLMDA)

han permitido su identificacion a través de la secuenciacion parcial o total del ADN
o ARN obtenidos por técnicas moleculares.

Asi el LLMA o DNA chips” or “DNA microarray permite detectar 10.000 especies
de microorganismos en una sola prueba en 24 hs. Consiste en 388.000 probes
(oligonucléotidos (ADN) c/u con una secuencia especifica para cada agente colocados
en 1 pulgada y sin necesidad de la utilizacion de medios de cultivo in vitro.

El PCV-2 y sus diferentes genotipos, PCV-3, CoV (SADS; PHECoV), LINDA virus
etc han sido caracterizados por las técnicas anteriormente mencionadas. Estas técnicas,
salvo excepciones, no son aun accesibles como diagnostico de rutina por su costo,
equipamiento y personal capacitado para procesar la informacion (bioinformaticos), pero
sin duda han abierto un campo infinito para la comprension de la etiopatogenia a las EIE.

La técnica de MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry) permite la identificacion de las diferencias especies de bacterias
luego del aislamiento primario en un lapso corto de tiempo (horas) mediante el andlisis de
las proteinas de los microorganismos.

F.3.- “Nothing in the word of living things is permanently fixed” (Nada en el

mundo de los seres vivos es fijo en forma permanente) Hans Zinner (1935).

Inestabilidad etiolégica

Un factor clave para la presentacion de EIE, es la capacidad de invasion del

patodgeno la cual es determinada por la combinacion de oportunismo y evolucion. Los virus
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RNA con alta tasa de mutacion, las bacterias capaces de adquirir genes de resistencia
a antibidticos o los patdgenos con un amplio rango de huéspedes tienen mas chance de
constituir un agente infeccioso emergente (Engering y col. 2013).

¢Cuédles son razones de la aparicion de nuevos virus ARN y ADN cadena simple?

Los virus ARN y los ADN de cadena simple tienen las siguientes caracteristicas
(Lauring AS, Andino, R)

1. Multiplicarse en el citoplasma celular.

2. Un alto indice de mutacién (10-4- 10-° nucledtidos por ciclo de replicacion)

3. Sintesis deficiente enzimas transcriptasas por parte de los virus ARN en las
células donde se replican para la autocorreccion de los errores que ocurre
durante la sintesis de ARN viral, razén por la cual se producen virus con
cambios antigénicos e inmunogénicos en cada ciclo de multiplicacion.

4. Los virus ARN segmentados (influenza y rotavirus) permiten el reassortants
cuando dos subtipos o genotipos de virus distintos infectan una misma célula
0 huésped.

Un cerdo con unaviremia por virus ARN dara origen en cada ciclo de multiplicacion a
un espectro cloud o nube de “mutantes” que tienen variaciones de secuencias de genoma
estrechamente relacionadas con el virus progenitor, particularidad que se ha denominado
“cuasiespecies,”. El concepto “cuasiespecies” fue un desarrollo matematico para explicar
la evolucion de la vida en la etapa del “ARN pre-celular” y en la actualidad para explicar la
dinamica de evolucion de los virus ARN (Biebricher y Eigen 2006; Drew, 2011; Lancaster
y Pfieffer 2013; Vignuzzi y col. 2006). Se define “cuasiespecies” como el nimero total
de variantes relacionadas originadas a partir de un genoma viral pero genéticamente
distintas. Las mismas estan continuamente sujetas a competicion, seleccion, variacion
genética entre ellas y por presion del huésped (resistencia/inmunidad) y que contribuyen
a caracterizar una poblacién viral (Lauring AS, Andino R). Muchas de estas variantes
con cambios en areas criticas no son viables (particulas virales defectivas) y son
peligrosas para la supervivencia del virus, por el contrario en ciertos casos estos cambios
son beneficiosos para la replicacion y diseminacion viral en ese ambiente (ambiente=
inmunidad, genética, edad, nutricion, vacunas, estrés, otros patogenos, etc.). Como
consecuencia se originara a lo largo de una serie de secuencias de multiplicacién una
“cloud o nube” de variantes.

La habilidad relativa de una particular poblacién de virus de multiplicarse en un
ambiente especifico se define como “fitness” (capacidad de multiplicarse y eliminarse)

y es regulada por la dosis infectante y las caracteristicas del huésped. El “fitness” es
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mas adaptable cuando mayor es la poblacién animal susceptible por lo que la tendencia
mundial a las mega-producciones de cerdos de genética uniforme es una practica a favor

de la aparicion de enfermedades emergentes (Drew 2011).
F.5- Resistencia

Los estafilococos son cocos Gram positivos, colonizadores de la piel y las
membranas mucosas de los mamiferos y las aves. El género Staphylococcus comprende
mas de 50 especies y 23 subespecies (Becker y col. 2014; Nemeghaire y col. 2014).
En el cerdo, las especies de estafilococos, especialmente S. aureus y S. hyicus, estan
presentes en la mayoria de las granjas y estan involucradas en una amplia gama de
lesiones en cerdos desde el destete hasta las categorias de engorde. Staphylococcus
hyicus, produce epidermitis exudativa, infeccion en cerdos lactantes o de recria y que en
la presentacion generalizada puede llevar a la deshidratacion y la muerte.

Staphylococcus aureus es la Unica especie ademas de S. hyicus, que es aislada de
lesiones en cerdos. La bacteria se multiplica por danos en la mucosa o la superficie de la
piel y puede provocar septicemia y piemia con formacion de abscesos en pulmoén, higado,
bazo, hueso, corazon y otros procesos infecciosos (Griffith y col. 2006, Nielsen y col. 2009).

La prueba de coagulasa se considera una prueba clave para dividir el género
Staphylococcus en dos grupos principales: coagulasa y Dnasa positivos staphylococcus
(CPS) que incluyen S. aureus y el grupo coagulasa negativo staphylococcus (SNC)
que incluye S. sciuri y especies relacionadas, S. lentus, S. haemolyticus entre otros
(Nemeghaire y col. 2014).

En la década de 1960, la mayoria de las cepas de S. aureus eran resistentes a
la penicilina. Estas nuevas cepas se trataron con otro grupo de farmacos similares a la
penicilina, incluida la meticilina. Dos afos mas tarde, S. aureus desarrolld resistencia a
la meticilina mediante la adquisicion de un gen llamado mecA que codifica una proteina
de union a la penicilina PBP2a adicional. Esta proteina tiene una menor afinidad por
todos los antibidticos beta-lactamicos (Tulinski y col 2011). Este gen se encuentra en un
elemento genético movil llamado cromosoma estafilocécico cassette mec (SCCmec).
Las cepas de S. aureus mecA positivas se conocen como MRSA (Staphylococcus aureus
resistencia a la meticilina).

Actualmente hay tres tipos diferentes de MRSA: MRSA para el cuidado
de la salud (Health Care-MRSA) presente en hospitales y que afecta a personas
inmunocomprometidas, MRSA adquirido en la comunidad (CA-MRSA) y desde el 2004
MRSA asociado al ganado (Live stock Associated-MRSA) encontrado en cerdos y otras

especies animales.
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La identificacion de MRSA a partir de cerdos data de 2004 cuando se aislo una
nueva cepa de MRSA que era resistente a la digestion con endonucleasa de restriccion
Sma1tcuando se estudié con electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (Voss, A 2005).
Esta cepa se denominé LA-MRSA ST398 por ensayo de secuencia de multiples locus.

En cerdos, la mayoria de los estudios estan relacionados a LA-MRSA como un
colonizador de la cavidad nasal de los cerdos o de infecciones purulentas en cerdos,
trabajadores de granjas y mataderos y veterinarios, asi como en la contaminacion del
medio ambiente como el polvo. Los resultados sugieren una transmision de cerdo a cerdo
y refuerzan la idea de que las personas que trabajan en granjas pueden ser reservorios
potenciales de LA-MRSA (Rich 2005; Khanna 2008). Actualmente, la presencia de LA-
MRSA esta relacionada con un problema de salud publica y no como un patdgeno primario
para cerdos. Un estudio de vigilancia anatomopatolégica realizada entre 2004-2011 sobre
456 cerdos necropsiados, se aislaron 34 cepas de S. aureus, linfoadenitis purulenta (2);
abscesos articulares (7), neumonia purulenta (16), piodermitis (4), osteomielitis (3) y 1 de
peritonitis y abscesos hepaticos (Vigo y col. 2012). En paralelo, un estudio transversal
en la misma granja de hisopados nasales de cerdos sanos de cachorras, madres y
cerdos de 2, 21, 42, 63, 90, 109 y 130 dias arrojo 43 aislamiento de S. aureus. El 100%
las cepas aisladas de lesiones purulentas y de la cavidad nasal fueron resistentes a la
penicilina, 67/68% respectivamente a la eritromicina, 91/100% al cloranfenicol, 76/70 a
la tetraciclina y 3/49% trimetropima-sulfamatoxasol. Todas las cepas fueron sensibles a
oxacilina, cefoxitina y gentamicina.

Todas las cepas de S. aureus aisladas fueron sensibles a la meticilina (MSSA).
Un aislamiento de cavidad nasal mostrd un patrén Smal-PFGE similar a los aislados de

muestras patoldgicas (Vigo y col. 2012).

F.6- Otros factores

e« La presencia de granjas de alto estandar de sanidad favorecera el
descubrimiento de cuadros emergentes como ocurrié en Canada con PCV-
AD y la entidad denominada Periweaning Failure to Thrive Syndrome (PFTS)
que produjo hasta un 10% de mortalidad postdestete y aun sin un diagnostico
etioldgico conocido y en la Argentina con la encefalomielitis hemoaglutinante
por coronavirus y la influenza porcina.

«  Aumento del tamafio de las granjas con genética homogénea y con la presion
de seleccion orientada al rapido desarrollo muscular y magro sin lugar a duda
ha comprometido los mecanismos de inmunidad innata que en condiciones

normales abortan el 80% de los desafios etioldgicos.
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«  Reconocimiento y sensibilizacion por parte de los veterinarios de cuadros/
sindromes “anormales” a través del monitoreo de los cerdos que mueren
“normalmente” en la granja asi como la inspeccion "sindromes” en el frigorifico.

» Avances y rapidez en la informacion a través de algoritmos diagnoésticos.

 Presencia de laboratorios de diagnodstico especializados, oferta de kit
diagndsticos accesibles y rutina de los veterinarios de remision de muestras
para vigilancia.

«  Capacitacion y sensibilizacion de los veterinarios en “nuevas entidades”

mediante cursos de postgrado orientados a EIE.

F.7- Difusion de una infeccion a través de las barreras geograficas por medio
del transporte de animales, fomites, personas etc. lo que amplia su distribucion

geografica (Enfermedades Infecciosas Transfronterizas).

DIAGNOSTICO DE LAS EIE

Se debe realizar a través de programas que realicen una activa vigilancia
epidemioldgica y que incluyan agencias oficiales y laboratorios privados que centralicen
y analicen los resultados. A falta de los mismos, para el diagnostico de EIE es necesario
tener una estrecha vinculacién con:

1. Las granjas adecuadas. Granjas de alta sanidad, con una activa vigilancia

clinica y patolégica y que hayan erradicado o controlado las infecciones
endémicas mas comunes.

2. Con el veterinario adecuado. Con conocimiento del estatus sanitario de

la granja y sensibilizado (a través de cursos de capacitacién) en nuevas
entidades o cuadros. En nuestra experiencia fueron numerosas las ocasiones
en que los cerdos arribaron al LAPEVET con el diagnodstico presuntivo de la
entidad y nuestra funcion, fue solo confirmarla.

3. En el momento adecuado y con los cerdos adecuados. El cuadro puede

presentarse en un periodo ej, en invierno para todos los CoV debido a la
sensibilidad a la luz solar y al calor y no volver a repetirse en forma clinica
en los afnos sucesivos (PHECoV) debido a una inmunidad de rebafo rapida.

4. Con el laboratorio adecuado y con los recursos adecuados. En la actualidad,

con la vinculacion entre los laboratorios locales e internacionales, tanto
instituciones como privados, esto no constituye una limitante a la deteccion

de una entidad.
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FUTURO

1- A la brevedad las nuevas técnicas genomicas seran mas accesibles al uso
rutinario, esto creara dentro de la multiplicidad de agentes identificados cual/
es de el/ellos estaran relacionados al cuadro patolodgico observado, o bien
como interaccionan entre ellos (¢,coinfecciones o infecciones secundarias?)
paralo cual, la capacitacion del veterinario sera esencial asi como laboratorios
de patologia con técnicas actualizadas de inmunohistoquimica o In Situ
Hybridization.

2.- Las técnicas de edicion génica como CRISPR/Cas9 se haran muy populares
y mediante la misma se crearan lineas de cerdos genéticamente resistentes a
virus como recientemente se logré con PRRSv mediante la defeccion del gen
que codifica el receptor presente en los macrofagos y células mononucleares
de la sangre a dicho virus (Burkard y col. 2017).

3.- Desarrollo de vacunas universales que cubran el espectro de subtipos y

genotipos virales asi como diferentes serotipos bacterianos.

CONCLUSIONES

Frente a estos constantes y novedosos desafios que requieren del soporte
de técnicas sofisticadas, equipos onerosos, laboratorios especializados y personal
capacitado, la rapida percepcion clinica de que “algo diferente” esta ocurriendo, seguido

de la seleccion adecuada de los cerdos para la realizacion de necropsias y tomas de
muestras son los pasos iniciales y necesarios para llegar a un diagndstico de EIE.

En medicina veterinaria, los estudios postmortem son un valor agregado en nuestra

profesion y sigue siendo el mas econodmico (Perfumo y col. 2021). Por tal razon, debemos
enfatizar el entrenamiento de los nuevos profesionales en la observacion macroscopica
de cuadros patologicos asi como la actualizacion en EIE.

La realizan de necropsias y remision de muestras para estudios complementarios
cuando:

«  Cuadros con alta morbilidad o mortandad.

- Signos clinicos nunca vistos o registrados en la granja.

+ Mortalidad en goteo persistente.

 Problemas recurrentes de etiologias no precisadas o resistentes a las

medidas de control instauradas (antibiéticos, vacunas).

«  Mayor uso de antibioticos.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho &
analisar o conforto térmico para frangos
de corte no Rio Grande do Sul em cenarios
de mudanca climatica e propor estratégias

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII

para acondicionamento térmico ambiental.
Considerou-se os sete municipios do estado
maiores produtores de frango: Frederico
Westphalen, Passo Fundo, Lagoa Vermelha,
Serafina Corréa, Soledade, Bento Gongalves e
Canela. Os valores de temperatura utilizados
na pesquisa foram obtidos do banco de dados
de estacdes meteorologicas do INMET para
o periodo de 2000 a 2020. Foram analisados
valores médios, maximos e minimos mensais
para cada municipio, denominados como
valores atuais. A partir destes, foram
criados cenarios de mudanga climatica com
acréscimos de temperatura da seguinte
forma: +1,5°C (cenario 1); + 3°C (cenario 2); +
5°C (cenario 3). Posteriormente, os valores
de temperatura obtidos foram confrontados
com os valores de referéncia para conforto
térmico para frangos de corte da primeira a
sexta semana de vida, disponiveis na literatura.
Nas condi¢cbes atuais, o estresse por frio
pode ocorrer em todos os meses do ano e
para todas as semanas de vida dos animais
e ndo ha uma alteracdo nessa condicdo com
os cenarios de mudanga climatica, mesmo
os mais severos. O estresse caldrico é
preponderante para animais a partir da quarta
semana de vida e se acentua nos cenarios de
mudanga climatica, sobretudo nos meses de
verdo. O conforto térmico que hoje ocorre na
parte da tarde em alguns meses do ano para
animais de primeira a quarta semana de vida
sofrera uma redugéo no periodo de 26%, 41%
e 61%, respectivamente, para os cenarios 1, 2
e 3, se confirmada a mudanca climatica. Para
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a manutencao das condicdes térmicas ideais para os animais, sdo necessarias praticas
de acondicionamento térmico, tanto para aumentar quanto para reduzir a temperatura no
interior do aviario.

PALAVRAS-CHAVE: Aumento de temperatura. Estresse Térmico. Producao Animal.

THERMAL COMFORT FOR BROKER CHICKENS IN CLIMATE CHANGE SCENARIOS
IN RS

ABSTRACT: the objective of this work is to analyze the thermal comfort for broilers in
Rio Grande do Sul in climate change scenarios and propose strategies for environmental
thermal conditioning. The seven municipalities in the state that are the largest chicken
producers were considered: Frederico Westphalen, Passo Fundo, Lagoa Vermelha,
Serafina Corréa, Soledade, Bento Gongalves and Canela. The temperature values used
in the research were obtained from the INMET meteorological station database for the
period from 2000 to 2020. Average, maximum and monthly minimum values were analyzed
for each municipality, called current values. From these, climate change scenarios were
created with temperature increases as follows: +1.5°C (scenario 1); + 3°C (scenario 2); +
5°C (scenario 3). Subsequently, the temperature values obtained were compared with the
reference values for thermal comfort for broilers from the first to the sixth week of life,
available in the literature. Under current conditions, cold stress can occur in all months of
the year and for all weeks of the animals’ lives and there is no change in this condition with
climate change scenarios, even the most severe. Heat stress is predominant for animals
from the fourth week of life onwards and is accentuated in climate change scenarios,
especially in the summer months. The thermal comfort that currently occurs in the
afternoon in some months of the year for animals from the first to the fourth week of life
will suffer a reduction in the period of 26%, 41% and 61%, respectively, for scenarios 1, 2
and 3, climate change is confirmed. In order to maintain ideal thermal conditions for the
animals, thermal conditioning practices are necessary, both to increase and to reduce the
temperature inside the aviary.

KEYWORDS: Temperature rise. Thermal Stress. Production.

1INTRODUGCAO

A producao de frangos de corte tem um destaque nas economias brasileira
e mundial. A carne de frango é atualmente uma das mais consumidas no mundo
devido ao seu menor preco em comparagao a outras carnes. A diferenca de preco
entre as variedades de carne é decorrente de importantes mudangas na produgao,
industrializacdo e comercializacdo que ocorreram devido a competitividade nessa
cadeia (COSTA; GARCIA, 2015).

O Rio Grande do Sul, dentre os demais estados do Brasil, ocupa a terceira
posicao no tocante a producado e a exportacdo de frangos de corte. O estado possui
30 frigorificos que geram renda e sustentacdo para aproximadamente 7.500 familias de

produtores integrados de frango de corte, e cerca de 35 mil empregos diretos e mais de
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500 mil atividades indiretas. A producao anual do estado é de 1,6 milhdes de toneladas
de carne de frango, correspondendo em torno de 45% do valor bruto da producao
pecuaria (COMUNICACAO - ASGAV/SIPARGS, 2020). No entanto, Castro et al. (2009)
destacam que as caracteristicas climaticas tropicais e subtropicais predominantes do
Brasil requerem uma grande atencao, pois um mal planejamento do aviario pode acarretar
o sofrimento das aves por estresse devido ao calor e/ou frio, impactando diretamente a
receita final e a qualidade da producao.

Abreu e Abreu (2011) e Baéta e Souza (2010) salientam, ainda, que todo animal tem
uma zona de conforto (ZCT), e conhecer essa zona permite maximizar o ganho de peso
com o minimo gasto de nutrientes. A temperatura fora da ZCT compromete a manutencao
da homeotermia, uma fungao vital, alcangada por meio de processos sensiveis e latentes
de perda de calor (TINOCO, 2001; OLIVEIRA et al., 20086).

Segundo dados do Atlas Socioeconémico RS (2020), o Rio Grande do Sul
apresenta um clima Temperado do tipo Subtropical classificado como Mesotérmico
Umido. As estacdes do ano sido bem definidas por verdes quentes e invernos frios,
com minimas que podem chegar a -10°C a até 40°C em algumas regides. Conforme
Oliveira e Knies (2017), estas temperaturas interferem negativamente na criacdo de
aves, deixando-as fora de ZCT, causando estresse e impactos negativos na produgao
(CASTRO et al., 2009).

Damasceno et al. (2010) afirma que os efeitos negativos das variagdes climaticas
tendem ao aumento das temperaturas superficiais terrestres. Algumas regides que
atualmente apresentam condigdes favoraveis para avicultura podem se perder e muitas
espécies de aves podem nio se adaptar o suficiente para poder enfrentar esses novos
cenarios. Swart et al. (2003) apontam que uma série de questdes, como o crescimento
populacional, a urbanizacéo, a industrializacdo, o aumento do consumo de recursos
naturais e da demanda sobre os ciclos biogeoquimicos nos ultimos anos fez com que
ocorressem as mudangas climaticas.

Alguns cenarios de mudancas climaticas no Brasil em funcédo dos diversos
cenarios de emissoes de gases do efeito estufa, tais como o dioxido de carbono (CO,), o
metano (CH,) e dxido nitroso (N,O), para os proximos 100 anos, indicam a possibilidade de
impactos climaticos significativos. Alguns modelos climaticos computacionais sugerem
que podera ocorrer um aquecimento de 4° a 6°C em partes do pais até o final do século
XXI (NOBRE, 2001). Torres (2022), em um relatorio climatico da ONU publicado, revela um
cenario de temperatura global com incremento de até 2°C até o ano de 2050.

Contudo isso, € de fundamental conhecer o clima da regido e analisar os impactos

de uma possivel mudanca climatica para o planejamento futuro das edificagbes. Sendo
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assim, o objetivo deste trabalho é analisar o conforto térmico para frangos de corte
no Rio Grande do Sul em cenarios de mudanca climatica e propor estratégias para

acondicionamento térmico ambiental.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado para sete municipios do estado do Rio Grande do Sul, séo
eles: Frederico Westphalen, Passo Fundo, Lagoa Vermelha, Serafina Corréa, Soledade,
Bento Gongalves e Canela (Figura 1), por representarem a maior regido produtora de
frangos de corte do estado. Na Figura 2, pode ser observada a média da quantidade de
aves entre os anos de 2018 e 2020 no estado, bem como sua respectiva quantidade

por municipio.

Figura 1: Municipios do estado do Rio Grande do Sul escolhidos para a andlise bioclimatica para avicultura de corte.
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Figura 2: Efetivo de aves, média 2018-2022 - RS.
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Os valores de temperatura para cada municipio foram obtidos do banco de dados
de estacdes meteorolégicas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) para o
periodo de 2000 a 2020. Analisou-se valores médios, maximos € minimos mensais para
cada municipio, denominados como valores atuais. A partir desses valores foram criados
cenarios de mudanca climatica com acréscimos de temperatura da seguinte forma:
+1,5°C (cenario 1); + 3°C (cenario 2): + 5°C (cenario 3). A Figura 3 apresenta um esquema
de como foram analisados os dados.

De posse dos dados de temperatura (média, maxima e minima) nas condi¢oes
atuais e nos diferentes cenarios realizou-se a analise bioclimatica para a producao de
frangos de corte utilizando como referéncia os valores por semana de vida dos animais,

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de referéncia para analise de conforto térmico.

Idade (semanas) Temperatura (°C)
1 32-35
29-32
26-29
23-26
20-23
20

D o~ W N

Fonte: Abreu e Abreu (2011); Silva (2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 apresenta as temperaturas médias (médias, maximas e minimas) para
os sete lugares estudados nas condigdes atuais e nos cenarios de mudanca climatica
estudados e as temperaturas ideais pelos valores de referéncia (Tabela 1) para as
semanas de vida dos frangos de corte, nos doze meses do ano.

E possivel observar que para todas as situacdes de estudo ha raras ocasides
em que o conforto térmico ocorre, sendo que as condicdes oscilam entre estresse por
calor, no horario em que a temperatura do ar € maxima, principalmente nos meses de
verdo e para animais em fase mais avancada (a partir da quarta semana de vida) e
estresse por frio, no horario em que a temperatura € minima para todos os meses e, de
forma mais acentuada, para animais mais jovens. Além disso, os cenarios de mudanca
climatica s6 agravam o estresse calodrico que ja existe e apenas mitigam o estresse por

frio existente.
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Figura 3: Temperaturas médias durante todos os meses do ano em relagéo a temperatura ideal para o conforto
térmico das aves em condig¢des atuais e trés diferentes cendrios de mudanca climatica.
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Nas condigdes atuais, a temperatura maxima fica préxima a de conforto térmico
para animais na primeira e na segunda semana de vida de setembro a abril; a partir
de maio até agosto pode haver necessidade de aquecimento do ambiente, mesmo na
parte da tarde. Para animais na terceira semana de vida, o conforto térmico na parte da
tarde pode ocorrer de maio a agosto. Ja, para animais mais pesados, a partir da quarta
semana de vida, impera o estresse caldrico que pode acontecer em todos os meses do
ano, de sobremaneira nos meses de verdao. Em relacéo a temperatura minima, verifica-
se que o estresse por frio pode acontecer em todos 0os meses do ano para animais em
qualquer fase de vida, com maior severidade para animais em fase inicial do ciclo de
desenvolvimento nos meses de maio a agosto.

No cenario 1, o estresse caldrico & acentuado e, para animais na primeira semana
de vida, ja passa a haver a necessidade de praticas para a redugédo da temperatura no
horario em que a temperatura € maxima nos meses de dezembro e fevereiro. Para animais
na segunda semana de vida, o conforto térmico na parte da tarde prevalece de abril a
agosto, podendo ainda demandar aquecimento nos meses de junho e julho, meses em
que pode haver conforto em relacdo a temperatura maxima para animais na terceira
semana. Animais a partir da quarta semana terdo problema com estresse calérico em

todos os meses do ano, que se acentua em comparagéo a situagao atual.
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Nos cenarios mais severos de mudanca climatica (cenarios 2 e 3), o conforto
térmico no horario da temperatura maxima pode acontecer apenas nos meses de maio
a julho para animais na primeira e segunda semana de vida. Para os demais meses e
fases de vida dos animais, o estresse caldrico se agrava podendo demandar de maior
quantidade de estratégias para reducdo de calor do que é usual, como por exemplo,
maior numero de ventiladores para a renovacédo do ar, associacado de estratégias de
acondicionamento térmico, como mecanismos evaporativos associados a ventilagdo e ao
sombreamento natural, entre outras.

Por outro lado, o estresse por frio (temperatura minima) que existe prevalece
mesmo nos cenarios de mudancga climatica 2 e 3, com uma atenuacdo em sua severidade
para animais na quinta e na sexta semana de vida de dezembro a fevereiro. Demandando
estratégias para o aumento da temperatura dentro do aviario, como uso de aquecedores
e o fechamento de cortinas.

Em relacdo a temperatura média, ela permanece abaixo da de conforto para
animais da primeira a quarta a semana nos cenarios 1 e 2. No cenario 1, ela se aproxima
mais da situacdo de conforto para animais na quinta semana de novembro a marco e
para animais na sexta semana em abril e outubro. No cenario 2, a temperatura média fica
proxima a de conforto para animais na quinta semana em margo e novembro e para animais
na sexta semana em setembro e outubro. No cenario 3, a temperatura média fica proxima
a de conforto para animais na quinta semana em setembro outubro e abril, para animais na
sexta de maio a agosto e para animais na quarta semana de dezembro a janeiro.

Essa maior aproximacdo da temperatura média a de conforto dos animais (a
partir da quarta semana) nos cenarios de mudanca climatica ndo gera grandes beneficios
em relacdo a adogédo das praticas de acondicionamento térmico necessarias. Pois, a
temperatura média ndo € o que define a condicdo de maior estresse que os animais estao
sujeitos, que ocorre nos extremos, quando as temperaturas sdo minimas e maximas.
Situagdes para quais sao definidas as praticas de acondicionamento térmico e que serao
melhor exploradas nesse estudo. Lopes et al. (2015) salientam que um grande limitante da
producgéo de aves é o estresse por temperatura.

As aves sao animais homeotérmicos, e quando estao fora ZCT respondem com
alteracdes comportamentais, bioquimicas e fisiologicas (NAZARENO et al., 2009),
ocasionando um decréscimo produtivo, reprodutivo e da resisténcia do organismo, sendo
que extremos podem ser até mesmo letais. Independente da técnica empregada, tanto
para a reducdo de temperatura como para o aguecimento, o importante é sempre ter um
bom monitoramento da temperatura.

Nas Figuras 4 e 5 estdo representados, respectivamente, para a temperatura

maxima e minima, os resultados da situacdo de conforto térmico para frangos de corte
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nos 7 municipios do estado de acordo com os valores de referéncia para as aves durantes
as primeiras 6 semanas de vida no decorrer dos 12 meses do ano. Além das condi¢cdes
atuais, pode-se observar as condicdes de conforto térmico para os trés diferentes
cenarios propostos.

Em relacdo a temperatura maxima (Figura 4), nota-se que a partir da terceira
semana de vida as aves comegam a sofrer por estresse de calor em praticamente todos
os meses do ano. Pode haver algum conforto para animais em fase inicial do ciclo nos
meses de primavera/verdo e no periodo de outono/inverno para animais um pouco
maiores. De um modo geral, sdo aves entre a primeira a terceira semana de vida que
conseguem obter condicdes de temperatura mais favoraveis ao conforto térmico em
relacéo a temperatura maxima.

Figura 4: Condicdo de conforto térmico em relagcdo a temperatura maxima do ar para diferentes municipios do
estado do Rio Grande do Sul, da primeira a sexta semana de vida das aves de corte, nos doze meses do ano.
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Ha maior predominio de conforto térmico em relacdo a temperatura maxima
(Figura 4) nos municipios de Lagoa Vermelha e Canela, seguidos de Passo fundo e
Soledade, na sequéncia Frederico Westphalen, Bento Gongalves e Soledade e, com
menor periodo de ocorréncia de conforto em Serafina Corréa. A redugdo média do
periodo de conforto térmico nos cenarios de mudanga climatica em comparagao a
condigao atual sera de 26%, 41% e 61%, respectivamente, para os cenarios 1,2 e 3, 0 que
demandara em maior tempo de utilizacao das técnicas para o acondicionamento térmico
dos aviarios para a redugéo do calor.

Figura 5: Condicédo de conforto em relagao a temperatura minima do ar para diferentes municipios do estado do Rio
Grande do Sul, da primeira a sexta semana de vida das aves de corte, nos doze meses do ano.
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Verifica-se que o estresse por frio &€ predominante na temperatura minima em todas
as condicdes estudadas (Figura 5) e na temperatura maxima (Figura 4), principalmente
nas primeiras semanas de vida, com uma pequena atenuagédo nos cenarios de mudanca
climatica. O municipio com as temperaturas mais baixas € Canela, acompanhado por
Bento Gongalves e Soledade. Isso se deve principalmente as altitudes mais elevadas
em relacdo aos demais municipios. Contudo, todos os municipios obedecem ao clima
subtropical que predomina no estado, com grande variacao de temperatura anual, isto &,
verdes quentes e invernos frios.

Para o aquecimento do aviario, diversas maneiras ja foram desenvolvidas para
solucionar o problema, como aquecedores a lenha, elétricos, a gas e ainda outras
alternativas. O importante é ter capacidade de aquecimento suficiente para manter a
temperatura de acordo com a idade das aves, proporcionando ventilagcdo adequada
para que a qualidade do ar seja aceitavel independentemente da temperatura externa.
Uma boa capacidade de aquecimento bem distribuido em todo o aviario muitas vezes
resultara em um menor custo e ainda um ambiente melhor e mais uniforme para as aves
(GUIMARAES, 2022).

Muito do que ja é utilizado nos dias de hoje podera continuar sendo utilizado, talvez
com a associacdo de vérias estratégias (naturais e artificiais), intensificacdo do uso de
ventiladores ou exaustores associados a mecanismos evaporativos, melhoria de vedacao
em aviarios fechados, estratégias construtivas utilizando materiais de coberturas mais
reflexivos, entre outras. Existem opgdes para se chegar a temperatura desejada dentro
do aviario. Para resfriar ou aquecer o ar, € necessario transferir energia e/ou massa por
mecanismos sensiveis (condugdo, convecgdo ou radiacdo) ou latentes (evaporagdo). O
uso de mecanismos latentes, como o resfriamento adiabatico evaporativo do ar, quando
ha contato entre o ar e a &gua € comum em construcdes avicolas (SOUZA, 2017).

Segundo Baéta e Souza (2010), para fins de ventilacédo, os aviarios brasileiros
podem ser classificados em abertos e fechados. Os abertos sao mais simples e
normalmente sao utilizados devido ao seu baixo custo. Nesse sistema, prioriza-se a
ventilagdo natural. Durante periodos quentes sdo mantidos abertos o lanternim e as
cortinas, maximizando a ventilacdo. Ja, os aviarios fechados sdo mais complexos, de
maior custo e requerem ventilagcdo forcada e resfriamento evaporativo, que pode ser
positiva ou negativa. Esse tipo de sistema exige que o aviario seja bem vedado e se
houver fugas de ar, o sistema sera pouco eficiente ou ndo funcionara.

Como mecanismos para ventilacdo, sdo muito utilizados ventiladores (pressao
positiva) e exaustores (pressao negativa). O aumento da velocidade de circulagdo do ar

através da utilizacado de ventiladores pode aliviar o estresse térmico, uma vez que aumenta

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 23 m



as trocas de calor do animal com o ambiente (YAHAV et al., 2004). Ja, os exaustores
executam a ventilacdo negativa, que capta o ar quente no interior do aviario e o lanca
para o exterior (NOWICKI et al., 2011). Outro método sugerido por Furtado et al. (2005),
é a utilizagdo de aspersado de agua sobre a cobertura do aviario. De acordo com Tinéco
(2001) essa técnica sobre a cobertura proporciona reducdo da temperatura da telha
simultaneamente por evaporacéo da agua em contato com a telha, evaporacao da agua
da lamina sobre a telha, transferéncia de calor da telha para a lamina de agua e remocéao
de calor sobre a cobertura por meio do ar ja resfriado evaporativamente.

Os acréscimos de temperatura simulados aqui neste estudo resultam no
agravamento do estresse por calor e nao resolvem o problema de estresse por frio, pois
até mesmo no cenario 3, podera haver estresse por frio em todas as idades das aves,
em todos os meses do ano e em todos os municipios avaliados (Figura 5). Sendo assim,
mesmo com 0s cenarios de mudancga climatica, ainda serdo necessarios investimentos
para aquecer o ambiente aliado aos investimentos maiores ainda que os atuais para a
reducao de temperatura.

Com toda a demanda de energia para resfriar e aquecer o aviario, o custo energético
podera se tornar um obstaculo ao produtor. Nassa et al. (2019) salientam que a energia se
tornou o maior custo das granjas. Desse modo, a energia solar fotovoltaica € uma boa
alternativa para uma economia importante na avicultura, gerando ainda uma energia limpa,
sustentavel e de menor custo. As placas solares podem ser utilizadas nos proprios telhados

da granja ou em alguma outra area limpa em que haja boa incidéncia de sol.

4 CONSIDERAGCOES FINAIS

O estresse por frio pode ocorrer em todos os meses do ano e para todas as
semanas de vida dos animais e ndo ha uma alteragdo nesta condicdo com os cenarios
de mudancga climatica, mesmo mais severos. O estresse caldrico é preponderante
para animais a partir da quarta semana de vida e se acentua nos cenarios de mudanca
climatica, sobretudo nos meses de verdo. Assim, para a manutencdo das condi¢des
térmicas ideias para os animais sdo necessarias praticas de acondicionamento térmico

tanto para aumentar quanto para reduzir a temperatura no interior do aviario.
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RESUMEN: La cria de caballos en libertad
cuenta con una tradicion secular en Galicia.
En un horizonte de futuro dominado por el
Cambio Climatico Global, para la lucha contra
el cambio climatico, el equino de la raza
autéctona “Cabalo de Pura Raza Galega”
(PRG), sobresale por su positiva accion
como “desbrozadora” del matorral atlantico,
evitando la acumulacion de biomasa forestal.
Este sistema ha demostrado ser una eficaz
accion preventiva de los incendios forestales
que periodicamente afectan al monte
gallego. La Sociedade Cooperativa Galega
Monte Cabalar, de explotacién comunitaria
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de la tierra, de A Estrada, Pontevedra, viene
realizando una explotacion ganadera extensiva
del monte. La cooperativa es pionera en la
produccion de elaborados “gourmet” de carne
de equino. El “Cabalo de Pura Raza Galega”
(PRG), es un recurso poco aprovechado,
pero un caballo autéctono muy valioso.
Su presencia en Galicia data de tiempos
prerromanos. Posiblemente de raiz celta. A su
aprovechamiento carnico, se han incorporado
recientemente alternativas, como su uso
terapeutico, turistico, recreativo, de ocio, etc.
En toda Galicia hay mas de 20 “curros”, fiesta
dedicado a la raza autéctona “Cabalo de Pura
Raza Galega” (PRG). En A Estrada se celebra
“A Rapa das Bestas de Sabucedo”, fiesta de
interés turistico internacional.

PALABRAS CLAVE: Cabalo de Pura Raza
Galega. Curros. Ganaderia equina. Rapa das
Bestas. Razas autéctonas.

GANADERIA EQUINA EXTENSIVA,
EVENTS AND TRADITIONAL PRODUCTS:
COOPERATIVA MONTE CABALAR Y RAPA
DAS BESTAS OF SABUCEDO (A ESTRADA,
PONTEVEDRA)

ABSTRACT: Thelivestook of horsesinfreedom
has a secular tradition in Galicia. In a horizon
of future dominated by the Global Climatic
Change, for the fight against the climatic
change, the horses of the autochthonous race
“Cabalo de Pura Raza Galega” (PRG), projects
by his positive action like “desbrozadora” of
the atlantic bush, avoiding the accumulation
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of forest biomass, preventive action of forest fires, that destroy Galicia periodically. This
horse has showed his utility for the improvement of the management of Agrosilvopastorals
Systems. The Sociedad Cooperativa Galega Monte Cabalar, of community exploitation
of the earth of A Estrada, Pontevedra, manage an exploitation grazier extensive. The
cooperative is pioneering in the production of elaborated “Gourmet” of meat from horses.
The autochthonous horse (PRG), is a very valuable resource. To his food use have
incorporated alternatives, as his tourist use, recreational, of leisure, etc. In all Galicia there
is 20 “Curros”, events devoted to the autochthonous race (PRG). In A Estrada celebrates
“A Rapa das Bestas of Sabucedo”, party of international tourist interest.

KEYWORDS: Cabalo of Pure Race Galega. Curros. Rapa das Bestas. Autochthonous
horse races.

1 INTRODUCCION

La cria de caballos en libertad cuenta con una tradicion secular en Galicia. Este
caballo del pais ha tenido multiples denominaciones, que se consideran incorrectas
actualmente, como cabalo do pais, poni galego, faca galega, faca galiciana, etc. El caballo
autoctono “Cabalo de Pura Raza Galega” (PRG), emparentado con el Asturcén, entre
otras razas europeas, es un recurso actualmente infrautilizado. A su aprovechamiento
como aporte de carne econdmica, se han incorporado recientemente otras alternativas,
como su uso turistico, recreativo, de ocio, e incluso terapeutico.

Es una raza frugal, que convive con el lobo ibérico desde hace siglos. También
sobresale su positiva accion como “desbrozadora” del matorral atlantico, preventiva de
incendios forestales, en un horizonte de futuro dominado por el Cambio Climatico Global.

Los sistemas agrosilvopastorales en Galicia constituyen sistemas seculares de
uso de la tierra. Abunda la superficie mancomunada (Montes vecinais en man comun), una
figura juridica de origen germanico, que pervive en el derecho gallego.

Durante la segunda mitad del siglo XX, el monte gallego, tradicionalmente
un mosaico de pastos, bosques y cultivos, que atesoraba una alta biodiversidad, ha
experimentado rapidos cambios de gestion, pasando de los sistemas tradicionales de
cultivo, con insumos energéticos externos bajos, a sistemas menos complejos, con
disminucion de la diversidad en los usos del suelo y técnicas de manejo mas intensivo.

Por otro lado, el abandono de la ganaderia tradicional, extensiva, ha inducido
cambios en la vegetacion dominante, con la proliferacion de los matorrales arbustivos y el
arbolado de repoblacion forestal. También se abandond la extraccion de lefias del bosque.
Esta globalizacion, a veces condujo a sistemas menos resilientes, con cambios en la gestion
que permite unl incremento de la biomasa forestal y aumentan el riesgo de incendios.

El interior de Galicia sufre un importante despoblamiento rural, como

consecuencia de la secular emigracion y el envejecimiento de la poblacion. El minifundio
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gallego actualmente es poco rentable, al pasar del sistema de autoconsumo tradicional,
autosuficiente, a una agricultura y ganaderia intensivas, para suministro de las grandes
distribuidores, que rinde muy poco al agricultor y ganadero.

Para hacer frente a esta situacion de partida, en el municipio de A Estrada, de
la provincia de Pontevedra, se constituye en 2006 la Cooperativa Agroganadera Monte
Cabalar. Esta Cooperativa crea, desarrolla y difunde un modelo de uso cooperativo del
terreno, apto para la gestion de la propiedad de los montes, agrupa mas de 700 has, en
un sistema compatible con el mantenimiento de la micropropiedad de la tierra. Esta union
permite explotar un sistema agrosilvosilvopastoral, en régimen de ganaderia extensiva,
especialmente de equino. El pastoreo reduce la biomasa forestal, sobre todo de monte
bajo, matorrales atlanticos, y el sotobosque del pinar. Desde su constitucion, este sistema
puso freno a los incendios forestales.

La cooperativa aprovecha las potencialidades de las razas ganaderas autoctonas,
de aptitud carnica, frugales, rusticas, muy adaptadas al medio. La ganaderia produce
carne de vacuno (Caldelao y Rubia del pais), porcino (Porco celta) y equino, Caballo
de Pura Raza Gallega (PRG). Los elaborados carnicos de alta calidad, son productos
“gourmet”, elaborados mediante procesos productivos tradicionales, y representan una
alternativa ante la ausencia de mercado en fresco de la carne de equino.

La comunidad rural aporta su experiencia secular, para lograr un desarrollo
rural enddgeno. La importancia de estas areas descansa tanto en sus elevados valores
ambientales, como en los socioecondmicos. Apoyan una excepcional diversidad de vida
silvestre, forman paisajes unicos, son fuente de alimentos vegetales y animales de alta
calidad, obtenidos con sistemas de produccion tradicional, sustentan a la poblacién rural
y constituyen una base importante para la creciente demanda de ocio rural y turismo
de calidad.

Las fiestas tradicionales caballares (Curros, Rapas, Romerias), son eventos unidos
a la cria de caballos en libertad, son eventos turisticos rentables, que contribuyen a la
conservacion de la raza autoctona “Caballo de Pura Raza Gallega” (PRG), raza en peligro
de extincion. Uno de los mas conocidos es la llamada “Rapa das bestas” de Sabucedo,
A Estrada, Pontevedra. Esta celebraciones dieron lugar a un tipo de construccion rural
especifico, los llamados curros, donde se reunen cada ano miles de personas, digno de
estudio, seguimiento y fomento, que se mantiene gracias a la cria en libertad del Caballo
de Pura Raza Gallega (PRG). Las caracteristicas de la raza, mansa y fuerte, hacen
posible una orientacion alternativa para la cria y seleccion de ejemplares con cualidades

terapeuticas, deportivas, de exposicion y de ocio.
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2 LOCALIZACION GEOGRAFICA Y MATERIALES
2.1 MEDIO FiSICO, CONCELLO DE A ESTRADA

Esta situado en la zona centro occidental de Galicia, interior de Pontevedra. Su

relieve es montafnoso, integrado en la llamada Comarca de Tabeirds e Terra de Montes

(Precedo 1997).
Cuadro 1. Concello de A Estrada: Datos Geograficos
Latitud Norte 420 41 217
Longitud Oeste 0080 29’ 14”
Cuota maxima (m.s.n.m.) 792
Cuota minima (m.s.n.m.) 25
Superficie (Km?) 281,8
NO© de parroquias 51
Temperatura Media Anual (°C) 13,3
Invierno 8,8
Primavera 144
Verano 18,6
Otoino 1,2
Precipitacion Anual (mm) 1811
Invierno 655
Primavera 368
Verano 194
Otofo 594

* Fuente: Web Concello de A Estrada (2017)

La topografia esta dominada por pequefas altiplanicies y rios poco encajados.
El territorio, relativamente alejado del mar, presenta cierta continentalidad, bioclima
euoceanico, dentro del termotipo mesotemplado inferior. EI ombroclima es humedo e
hiperhumedo (Rodriguez-Guitian, Ramil-Rego 2008).

La vegetacion natural esta notablemente antropizada en amplias areas del

territorio. En el antropoceno, aparece una cierta tendencia a la reduccion de la
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variabilidad espacial de la vegetacion, como resultado del empleo secular del fuego. El
aprovechamiento secular del entorno ha generado un paisaje dominado por cubiertas
vegetales derivadas de los cultivos, tanto agricolas como forestales, con especies
arboreas introducidas (Pinus pinaster, Pinus pinea, Pinus radiata, Eucalyptus spp.). A
pesar de ello, las areas con relieve mas abrupto todavia conservan importantes masas
de arbolado autoctono, principalmente robledales con castafio y abedulares en las areas
mas elevadas. En las cumbres los matorrales atlanticos (tojal-brezal) ocupan antiguos
terrenos de labor o son objeto de pastoreo extensivo. Se presentan especies tipicas
del matorral atlantico (tojal-brezal), favorecidas indirectamente por la accion humana, la
qguema del monte, las talas intensivas, o tras el cese de la misma. Abundan las helidfilas,
como los tojos (Ulex spp.), escobonales o xestas (Cytisus spp.), brezos (Erica spp.,
Calluna vulgaris, Daboecia cantabrica) y cistaceas (Halimium y Cistus). y herbaceas
de poco valor nutritivo, como Pseudoarrhenatherum longifolium (Thore) Rouy, Agrostis
curtisii Kerguélen, etc (Montalvo et al. 2004, Rodriguez-Guitian, Ramil-Rego 2008).

Los terrenos de la Cooperativa Monte Cabalar (CMC) se sitian en un macizo
montafoso de 650 m de altitud media, en las parroquias de Somoza, Tabeirds, Nigoi,
Arcay Souto.

Fig. 1. Parroquias del municipio de A Estrada y terrenos de la Cooperativa (en rojo).
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Entre las razas ganaderas explotadas, conviene resenar el Caballo de Pura Raza
Gallega (PRG). Presentamos algunos datos de la ficha técnica realizada por la Conselleria
do Medio Rural, Xunta de Galicia (Conselleria do Medio Rural 2007).
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Nombre: Cabalo de Pura Raza Galega. Area de origen: Galicia.

Aptitudes: Temperamento docil, tranquilo, valiente e inteligente, que lo hace
apropiado para la equitacion, tanto de ocio como deportiva.

Prototipo racial. Caracteristicas generales: El Cabalo de Pura Raza Galega agrupa
animales de perfil recto o subconcavo, elipométricos y de proporciones sublongilineas.

Con una alzada a la cruz entre 120 y 140 cm. Presentan capa castana o negra.

Fig. 2. Ejemplar tipico de «Caballo de Pura Raza Gallega» (PRG).
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2.2 MEDIO HUMANO Y SOCIOECONOMICO DE A ESTRADA

El municipio de A Estrada tiene una poblacion de 22.362 habitantes, la estructura

de edades de la poblacion es la siguiente:

Cuadro 2. Estructura de la poblacion por edad

A Estrada Pontevedra Galicia

Edad media Hombres 42,3 38,8 41,1

Edad media Mujeres 46,2 42,2 44,4

Edad media Total 44,4 40,6 42,8

indice de envejecimiento 136,6 87,3 116,3

indice de sobre-envejecimiento 13,0 11,4 11,9
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Fig. 3. Piramide de poblacion de A Estada.
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Fuente : IGE 2002, a partir de INE. Padron municipal de habitantes 2001.

La piramide de poblacion muestra una estructura en la que sobresale el
descenso de la poblacién joven, de menos de 24 afnos, y un progresivo envejecimiento.
El relevo inmediato, puede venir de la llegada de inmigrantes para trabajar, o de jubilados

centroeuropeos.

3 METODOS Y RESULTADOS

3.1 COOPERATIVA MONTE CABALAR (CMC): MODELO DE GESTION COOPERATIVA
DEL MONTE

Monte Cabalar fue inicialmente un monte comunal, que a través de sucesivas
particiones pasé a propietarios particulares, la superficie media de la parcela es de
0,16 ha. El minifundio y la intensificacion de la agricultura, a fines de los 60, llevaron al
abandono del monte, dejandose de rozar y pacer. El matorral acumulado se transformo en
biomasa combustible, iniciandose a fines de los 70 un ciclo de grandes incendios (El Pais
1992). El ultimo incendio forestal en Monte Cabalar fue en marzo do 2005, con la quema
de 250 has de monte.

Frente a esta situacion de partida, minifundios, abandono del monte y frecuentes

incendios forestales, en el afio 2006 se constituyo la Cooperativa Monte Cabalar, en
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lo sucesivo CMC, en la que se unen 3.600 fincas, de mas de 1.000 propietarios. Se
mantiene la micro-propiedad de la tierra, y se agrupan 720 has de tierras de monte y
antiguos cultivos. En la actualidad, CMC esta integrada por socios propietarios, vecinos
y colaboradores, que participan con aportaciones de tierra, capital y trabajo voluntario
(Web: www.montecabalar.com).

CMC desarrolla desde hace afios un nuevo modelo de explotacion comunitaria
de la tierra, evitando la excesiva parcelacion del monte. Los propietarios mejoraron el
rendimiento agricola y ganadero de sus tierras. Segun el Presidente de CMC, Francisco
Xavier “Fuco” Barreiro: En el modelo de cooperativa de explotacion comunitaria de la
tierra encontramos el instrumento idoneo para logar la unidad de gestion que, superando
el minifundio, nos permite intervenir sobre el abandono y los incendios para tornar
productivos los montes.” CMC desarrolla un modelo ganadero, forestal y agricola para
la recuperacion productiva de superficies de bosque, matorrales y antiguos cultivos. Un
modelo de pastoreo en libertad, con rotacion de diferentes especies, de equino, vacuno y
porcino (Cano et al. 2016, Web: www.montecabalar.com).

Por sus altos valores medioambientales, el modelo de gestion aporta una
elevada sostenibilidad. Se realiza la ordenacion forestal de los bosques, a través de la
gestion conjunta del terreno forestal. Se recuperan superficies agricolas abandonadas,
para complemento de la explotacion ganadera. El sistema de produccion ganadera es
tradicional, en extensivo. Se controla la biomasa forestal por el pastoreo, sobre todo
de equino, que consume el matorral mas duro, menos palatable para especies poco
adaptadas al medio, como el tojo y las zarzas. El presidente de la cooperativa se refiere al
caballo como una gran procesadora de biomasa, del “toxo” que cubre los montes gallegos,
disefiada por la evolucion bioldgica: el intestino del caballo. En un monte limpio no hay
incendios, se aprovecha todo el potencial del monte gallego, con importante ahorro de
medios técnicos, como vehiculos y brigadas. Por otra parte, se preservan ecosistemas
como los brezales atlanticos, integrados en la Red Natura 2000 (Directiva Habitat). CMC
divulga en foros ganaderos y vecinales la revalorizacion del pastoreo extensivo tradicional.
La comunidad rural, con sus usos y conocimientos ancestrales, asume el protagonismo,
para crear un modelo de desarrollo rural endégeno. Pero su impacto va mas alla de lo
local. CMC es una referencia en Galicia, contribuyendo a la creaciéon y difusion de una
cultura de la cria ganadera en extensivo, de gestion del territorio y de la propiedad segun

un modelo de cooperativa agroganadera.
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Fig. 4. Macizo Monte Cabalar, A Estrada.
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3.2 CONTROL DE BIOMASA FORESTAL EN SISTEMAS AGROSILVOPASTORALES

Compatibilizar ganado y arbolado es un reto. No podemos ignorar los frecuentes
conflictos entre silvicultores y ganaderos. El pastoreo en montes arbolados puede
ordenarse a través de sistemas agrosilvopastorales bien gestionados. El caballo es
compatible con eucaliptos y pinos, incluso con brinzales de corta edad. El vacuno de
razas rusticas se considera compatible con pinos, eucaliptos y frondosas cuando no
alcanza las copas. Controla el crecimiento del matorral atlantico, como tojos, brezos y
retamas y los pastizales de gramineas duras.

En parcelas acotadas al pastoreo de pino del pais, la fitomasa aérea del
sotobosque se incrementa a un ritmo de 5 toneladas por hectareay afno, tasa que supone
un grave riesgo de incendios forestales (Rigueiro y Mosquera 2016, Rigueiro-Rodriguez
et al. 2009, Rigueiro et al. 2005).

Fig. 5. Fitomasa aérea acumulada anualmente en pinares sin pastoreo.
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3.3 PASTOREO Y REDUCCION DE BIOMASA DEL SOTOBOSQUE EN
REPOBLACIONES FORESTALES

Se ha estudiado experimentalmente la eficacia del pastoreo para la reduccion del
combustible vegetal del sotobosque en las repoblaciones forestales de Pinus pinaster
Ait., Pinus sylvestris L., Pinus radiata D. Don, Betula alba L. y Eucalyptus globulus Labill,;
presentamos varias experiencias realizadas en Galicia (Rigueiro y Mosquera 2016,
Rigueiro-Rodriguez et al. 2009, Rigueiro et al. 2005).

Coto do Muiiio (Zas, A Coruia): Parcelas experimentales de Eucalyptus globulus
Labill., 420 m de altitud. El sistema agrosilvopastoral se establecidé hace 25 afos. La
densidad del arbolado es de 2000 pies por ha y hay pastoreo libre o continuo. La carga
ganadera general es de 1cabra cada 2 hay 1yegua cada 4 ha, pastoreando conjuntamente.
En primavera se introducen vacas con una carga ganadera de 1vaca por ha. La biomasa
del sotobosque varia de 45 toneladas de materia verde por hectarea en parcelas sin
pastorear a 10 en las pastoreadas. La altura del matorral en parcelas no pastoreadas es
de 150 cm., mientras que en las parcelas pastoreadas es de 30 cm. Los resultados del
control del combustible vegetal son muy positivos, no ha sufrido practicamente incendios
en los ultimos decenios.

Pinar de Marco da Curra (Monfero, A Coruiia): el matorral del sotobosque antes
de la experiencia alcanzaba una biomasa de 20-30 t/ha de materia seca y una altura
media superior a los 2 m. El control de la vegetacion es muy efectivo, predominan en la
actualidad las herbaceas, con una altura maxima de 10-15 cm y una biomasa estabilizada
de 0°5-2 t/ha de materia seca.

Monte vecinal de Sambreixo (Parga-Guitiriz, Lugo): En parcelas con una altitud
de 500 m., en pinar de Pinus radiata D. Don, se estudio el efecto del pastoreo rotacional
y continuo del equino Caballo de Pura Raza Gallega (PRG). Los pinos tienen 25 afos,
la densidad era 800 pies por ha al inicio, reduciéndose a 400 tras una clara reciente.
La carga ganadera es de 0.5 animales por ha. Las parcelas son pastadas un mes y se
acotan 3 meses. La figura 61 muestra el pasto en oferta en cada rotacion para los tojos,
especies dominante en el sotobosque. El pasto en oferta en las dos primeras rotaciones
es superior en las parcelas sometidas a pastoreo continuo, invirtiéndose la tendencia
hasta la quinta rotacion, en la cual el pasto en oferta vuelve a ser mayor en las parcelas
de pastoreo continuo.

En la figura 6.2 podemos observar el pasto residual, cuando el ganado sale en el
pastoreo rotacional y una estimacion simultanea en el continuo, para las mismas especies

de matorral. El efecto desbrozado es inicialmente superior en el pastoreo rotacional,
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pero tiende a igualarse en los dos sistemas con el tiempo. Cuando el pastoreo dificulta la
recuperacion de los tojos, el equino aprovecha otras menos palatables, como las zarzas
(Rubus spp.).

Figuras 61y 6.2. Respectivamente, efecto del pastoreo del caballo PRG sobre la biomasa en oferta y residual de
tojos (Ulex spp.).
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3.4 PRODUCCION DE ELABORADOS CARNICOS DE ALTA CALIDAD

Monte Cabalar aprovecha razas ganaderas autoctonas, por su rusticidad,
adaptacion al medio y aptitud carnica. Dispone de una piara de cerdo celta (Porco Celta),
120 cabezas de vacuno distribuidas en dos rebanos, de las razas Caldelao y Rubia del
Pais; 110 yeguas pura raza “Caballo de Pura Raza Gallega (PRG)”. En Galicia no hay

mercado para la carne de caballo, sin embargo, muy apreciada en toda Europa.
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Los productos CMC estuvieron presentes en Forum Gastrondmicos gallegos y
en el Congreso Internacional de Agroecologia en Vigo. La cooperativa esta integrada en
AGACA (Asociacion Galega de Cooperativas Agrarias), lo que le permitié llegar a paises
europeos, como Holanda, Bélgica y Alemania, donde tuvieron una buena aceptacion.

En Galicia, ante la ausencia de alternativas, la Cooperativa Monte Cabalar aposté
en 2011 por la comercializacion de la carne de potro transformada. Se consigue una carne
de alto valor nutritivo: baja en calorias y grasas saturadas y alta en proteina, hierroy omega
3. Los embutidos se producen de modo tradicional, conservados con sal y ahumados.
Se elabora salchichén y chorizo. También se producen cremas con carne de potro. Son
productos de alta calidad, naturales y exclusivos. La produccion anual supera los 3000
kg. La produccion es artesanal, esta en tramitacion la certificacion de ecoldgica segun
las normas de la UE.

Entre los productos “Gourmet” Monte Cabalar, conviene mencionar los siguientes:

Salchichoén natural de magro de potro: carne de potro (85%) con tocino de porco
celta (15%). Con caracter propio debido al magro de potro y el tocino de porco celta, una
leve tendencia a la sequedad debido al bajo nivel de grasa. Ligero olor a acido lactico y un
sabor suave a caza, que recuerda el monte atlantico.

Chorizo de potro: elaboracion natural, sin aditivos, bajo en grasa. 85 % carne de
potro y 15 % de tocino de porco celta.

Chorizo de porco celta: elaborado integramente con carne porco celta. Natural,
sin aditivos, bajo en grasa, 80 % magro de porco celtay 20 % de tocino de porco celta.

Crema de magro de potro: carne de potro (80%) y harina de castafa (15%), con
aceite de oliva virgen (5%), sin aditivos y esterilizada. Sabor poco expresivo, recuerda el
caracter del monte atlantico. Retrosabor delicado, frescor citrico y suave huella a castana.
Crema de untar muy saludable, sin grasa y bajo en calorias, alto contenido en proteinas,

hierro, potasio, calcio, fosforo, magnesio, acidos omega-3 y vitaminas C e E.

Fig. 7. Crema Monte Cabalar.
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3.5 FIESTAS TRADICIONALES Y AGROTURISMO: CURROS Y RAPAS DAS BESTAS

La cria de caballos libres en los montes de Galicia dio lugar a unas de las fiestas
mas tipicas de Galicia, los “Curros” o “Rapa das Bestas”. La palabra “rapa” que recuerdala
costumbre de cortar las crines. Los Curros son acontecimientos de importancia turistica,
con honda raigambre sociocultural y tienen cierto caracter de rito iniciatico para los
mozos del lugar. Los curros siempre se desarrollan segun pautas fijadas. Se comienza
con el cerco a los caballos y se les dirige mas tarde hacia un punto comun de parada.
Posteriormente tiene lugar la entrada en el curro, un recinto cerrado. Después de la
separacion y rapa de los animales, se realiza la suelta.

La objetivos de los curros o rapas son varios, entre ellos se cuentan la identificacion
de los caballos, la rapa de las crines, la venta de los potros que no se vayan a dejar en el
monte y la desparasitacion de los animales. Entre los curros mas antiguos de Galicia esta
el de A Valga, que se celebra el segundo domingo de mayo, y se puede repetir el primer
domingo de agosto, en el llamado Curro de las moscas, que se lleva a cabo con el fin de
desinfectar a las bestias de los insectos del verano (Pose Nieto 2003).

En Galicia se celebran desde mayo a agosto mas de 20 curros. La Guia de los
Curros de Galicia categoriza y puntua cada uno de estos en funcion de varios criterios,
como la tradicién historica de cria de caballo en libertad en la zona, el manejo de los
animales, la inclusion o no de otras actividades complementarias que incrementen el
atractivo turistico, el trato respetuoso a los animales, la ausencia de malos tratos, la calidad
de las instalaciones del curro (forma, materiales, reformas, etc.), el empleo de caballos del
pais en las practicas habituales de manejo del ganado y la mayor o menor presencia de
Caballos de Pura Raza Galega (PRG) inscritos entre los currados (Stilton et al. 2003).

El caballo PRG se expone en eventos como las pruebas del Campeonato Gallego
de Concursos Morfologicos del “Cabalo de Pura Raza Galega”, Feria Internacional
Semana Verde de Galicia en Silleda, Equina, Salon do Cabalo de Galicia, Feria del Apostol
y Feria de la Ascension en Santiago de Compostela, Feria de la Pascua en Padrén, Feria
de San Lucas en Mondonedo, Feria de San Martifo en Teo, y en diferentes “Curros” y
“Rapas das bestas” en toda Galicia. Los espectaculos con caballos de pura raza gallega
generaron mas de un millén de euros a lo largo de 2015, y asistieron a estos eventos mas
de 150.000 espectadores. Se ha estimado un gasto medio indirecto por persona/evento
de 7,5 euros. Estos datos representan un futuro esperanzador para el turismo ecuestre

de Galicia (Europa Press 2015).
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Fig. 8. Corta de crines y desparasitado de la res.
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La “Rapa das Bestas de Sabucedo”, A Estrada, ha sido declarada fiesta de interés

turistico internacional. Las reses jovenes son separadas de la manada, los garafones

muestran su caracter indomito, enfrentandose a los “aloitadores”. Los curros también

son acciones solidarias, Rapa das Bestas entrega la recaudacion a Cruz Roja, que se

coordina con bancos de alimentos locales (Pampin 2014).

Fig. 9. Curro de Sabucedo, A Estrada. Vista aérea.
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Cuadro 2. Calendario de Curros y Rapas das Bestas de Galicia

Mes Localizacion Provincia

Mayo Festa do Cabalo en As Angustias: Primer fin de semana Pontevedra

Curro de Valga, en Oia, 2° domingo Pontevedra

Junio Curro de Torrofia, en Oia, 1° domingo Pontevedra

Curro de Mougas, en Oia, 2° domingo Pontevedra
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Curro de Morgadans, en Gondomar, 3° domingo Pontevedra

Curro de San Cibran, en Gondomar, 4° domingo Pontevedra

Curro de A Capelada, en Cedeira, ultimo domingo A Coruia

Curro Campo do Oso, en Mondonedo, ultimo domingo Lugo

Julio Curro de Sabucedo, A Estrada, 1° sabado, domingo y lunes Pontevedra

Curro de Candaoso, Boimente-Viveiro, 1° domingo Lugo

Curro de Amil, en Amil-Morafa, 2° domingo Pontevedra

Curro de Monte Castelo, en Cotobade, 2°domingo Pontevedra

Agosto Curro Recarei-San Tomé, en O Valadouro, 1° domingo Lugo

Curro de A Escusa, Monte Castrove, Poio, 3° domingo Pontevedra

Curro da Paradanta, en Luneda-A Caniza, 4°domingo Pontevedra

4 DISCUSION

El caballo de Pura Raza Galega es un animal con multiples posibilidades de
aprovechamiento. Se ha demostrado su utilidad como consumidor de biomasa forestal,
para prevencion de incendios, en un horizonte de futuro dominado por el Cambio Climatico
Global. Tampoco es despreciable el aprovechamiento carnico, en elaborados de alta
calidad, con salida en mercados de distribucion exclusiva, como producto Gourmet, para
un consumidor con sensibilidad ecoldgica, que esta dispuesto a pagar un poco mas, por
un producto innovador, alternativo y saludable. Sin embargo, los hechos evidencian que
la orientacion productiva del Cabalo de Pura Raza Galega (PRG) no debe ser solamente
la produccion carnica. Este error de apreciacion se debe al sistema de explotacion en
régimen extensivo de la mayoria de los ejemplares inscritos. La preservacion de esta raza
fue descuidada muchos afos, y la Unica salida productiva era una muy escasa produccion
carnica, pero por el régimen de cria no implicaba gastos, solo habia beneficios netos. Sin
embargo, algunos ganaderos intentaron introducir sementales de otras razas mas idoneas
para la produccioén de carne, llegando a desvirtuar las caracteristicas raciales del caballo
gallego. La iniciativas de la Conselleria de Medio Rural encauzaron esta situacion. La Orden
de 4 de abril de 2001 establece la reglamentacion especifica del Libro Genealdgico del
Caballo de Pura Raza Gallega. La raza equina autdctona de Galicia en peligro de extincion,
hasta el momento conocida como caballo gallego de monte, pasarda a denominarse
«Caballo de Pura Raza Gallega» (PRG). (DOG N° 74, del Martes, 17 de abril de 2001).
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Se presentan alternativas agroturisticas para el Cabalo Pura Raza Galega (PRG).
Esta raza tiene entre sus cualidades sobresalientes la rusticidad, adaptacion al medio
y temperamento identificativo de raza. Su mansedumbre, por ejemplo, hace posible
una orientacion alternativa para la cria y seleccion de la raza, se deberia fomentar la
seleccion de ejemplares con cualidades deportivas, de exposicion y de ocio. Las razas
Connemara o Shetland, entroncadas con el Cabalo de Pura Raza Galega han obtenido
reconocimiento para la practica de la equitacion, tanto de ocio como deportiva. No es
descabellado pensar que otras razas emparentadas con ellas también sean vaélidas,
realizando un adecuado programa de seleccion. Los ejemplares de Pura Raza Galega
son aptos para paseos y rutas de turismo ecuestre, pruebas de salto en categoria “pony”,
horseball, enganche ligero y andadura gallega. Ademas, por su temperamento tranquilo
y noble, pueden ser muy validos para centros de hipoterapia (equitacion terapéutica)
con discapacitados, activacion de mayores con alzheimer, e incluso podrian ser Utiles en
actividades de reinsercion social (Conselleria do Medio Rural 2007).

El turismo ecuestre puede ser una alternativa rentable en el rural despoblado, y el
Caballo de Pura Raza Gallega (PRG), por su tamafo y mansedumbre, presenta aptitudes
como animal de transporte en rutas turisticas y actividades recreativas, especialmente
para menores y en geriatria. En la actualidad, y dadas las caracteristicas de los
ejemplares de la raza para la equitacion de ocio y deportiva, asi como la proliferacion de
concursos morfologicos de la raza, algunos de estos animales se estan criando ya en
condiciones intensivas, para garantizar su pureza racial. Las caracteristicas de la raza
hacen posible una orientacién alternativa para la cria y seleccion, convendria fomentar
mas programas de investigacion (I+D+i) y ayudas, para la seleccion de ejemplares con
cualidades deportivas, de exposicion y de ocio, como de hecho ya hay algunas iniciativas

en marcha.

5 CONCLUSIONES

Un modelo productivo intensivo, el abandono de tierras de cultivo y monte,
incrementa el riesgo de incendios forestales. EI cambio climatico global realza la
importancia de realizar una adecuada de gestion integral del monte.

La cooperativa para la explotacién comunitaria de la tierra ha creado un modelo
sociecondmico innovador, frente al minifundio.

Los sistemas agrosilvopastorales gallegos explotados en régimen de pastoreo
extensivo, favorecen el control de la biomasa y se consideran idoneos para la prevencion

de incendios forestales.
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El caballo de raza autdéctona, rustica, consume especies del matorral atlantico,
como el tojo, para el control de biomasa forestal debe fomentarse la cabana equina. Los
elaborados de carne de equino de alta calidad, producidos al modo tradicional, constituyen
una alternativa ante la ausencia de mercado.

Las fiestas tradicionales caballares (Curros, Rapas, Romerias), son eventos
turisticos rentables, que contribuyen a la conservacion de la raza autéctona “Caballo de
Pura Raza Gallega”.

El cabalo de Pura Raza Galega, de temperamento tranquilo, es aprovechable para

usos de ocio, recreativos, de paseo, exposicion, e incluso terapeuticos.
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RESUMEN: El tumor venéreo transmisible,
se lo conoce como sarcoma, granuloma
venéreo, linfosarcoma transmisible o tumor
de sticker, es un tumor reticuloendotelial
de perros que afecta a las partes genitales
externas ocasionalmente en otras partes del
cuerpo. Es transmitido usualmente después
del coito, ocurre tanto en hembras o machos,
sexualmente activos. Este trabajo se realizd
en el Canton Montalvo Provincia de los Rios,
con 13 perros de diferentes edades, razas y
sexo, alos cuales se les confirmo por medio de
citologia la presencia del tumor de sticker. El
objetivo de la investigacion fue de comprobar
la eficiencia de la aplicacion de vincristina
via subcutanea como una alternativa para el
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tratamiento de tumor de sticker, por la facilidad,
simpleza y rapidez que otorga, con buenos
resultados en la remisidn de los sintomas que
acompanan a dicha enfermedad y lo practico
que resulta el tratamiento en lo que refiere
al paciente, al duefo y al veterinario. En los
ensayos realizados, la via subcutanea no
resulto ser tan irritante ni necrosante, siempre
y cuando el sitio de aplicacion de la droga se
limite exclusivamente a la parrilla costal alta
con el fin que el paciente no llegue con su boca
a lamerse y/o morderse. La disminucién de la
masa tumoral en tiempo y forma es evidente;
y disminuye la cantidad de efectos adversos
que muchas veces aparecen con el método
convencional (via endovenosa).

PALABRAS CLAVE: Perro. Tumor. TVT.
Quimioterapia. Via subcutanea. Parrilla costal.

VINCRISTINE SUBCUTANEOUS AS

AN ALTERNATIVE METHOD FOR THE

TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR'S
TREATMENT

ABSTRACT: Transmissible venereal tumor, it
is known as sarcoma, granuloma venereum,
transmissible lymphosarcoma or sticker
tumor, is a reticuloendothelial tumor of
dogs that affects the external genital parts
occasionally in other parts of the body. It is
usually transmitted after sexual intercourse
and occurs in both sexually active males and
females. This work was carried out in Montalvo
Canton, Province of Los Rios, with 13 dogs of
different ages, breeds and sex, which were
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confirmed by cytology the presence of sticker tumor. The objective of the research was to
prove the efficiency of the application of vincristine subcutaneously as an alternative for
the treatment of sticker tumor, due to the ease, simplicity and speed it provides, with good
results in the remission of the symptoms that accompany this disease and the practicality
of the treatment as far as the patient, the owner and the veterinarian are concerned. In
the tests carried out, the subcutaneous route did not prove to be irritating or necrotizing,
as long as the site of application of the drug is limited exclusively to the high costal grid
so that the patient does not lick and/or bite himself with his mouth. The decrease of the
tumor mass in time and form is evident; and it decreases the amount of adverse effects
that often appear with the conventional method (intravenous route).

KEYWORDS: Dog. Tumor TV.T. Chemotherapy. Subcutaneous route. Costal high gridiron.

1 INTRODUCCION

Los procesos neoplasicos en perros revisten de mucha importancia en la clinica
veterinaria diaria, son entidades morbosas que se presentan en los genitales, el termino
neoplasia y tumor se refiere a una masa anormal de tejido para indicar crecimientos
malignos y benignos (Martinez MM, 2010) (Spugnini EP, 2010).

El Tumor Venéreo Trasmisible o Tumor de Sticker es una neoplasia que afecta
a perros sin distincion de sexo o raza, esta altamente distribuido a lo largo del mundo,
ocurriendo con mas frecuencia en las aéreas tropicales y subtropicales (Castafeda G,
2011). Este tipo de tumores suele aparecer en perros sexualmente activos (Rogers KS,
2008), adquieren la enfermedad por transmision venérea o contacto sexual el trasplante
de células neoplasicas durante el coito, (Spugnini EP, 2010) (Park MS, 2012) se presenta
tanto en mucosa genital y extra genital, también en mucosa nasal u oral. (San Martin
M., 2009) (Mello M., 2014). Es un tumor que rara vez produce metastasis hasta sitios
distantes como pulmones viseras abdominales y SNC.

Las lesiones pueden ser Unicas o multiples de color rosado a rojo en forma de
coliflor y gran variedad de tamaro. Estas lesiones son firmes y fragiles presentan una
gran irrigacion sanguinea por lo que se asocia a la fragilidad tumoral. (Se rompen con
facilidad). (Romairone A., 2009)

El tratamiento se lo realiza con quimioterapia, radioterapia, cirugia etc. pero el
tratamiento convencional se lo realiza con vincristina endovenosa, (i.v) es un antineoplasico
que bloquea la mitosis y detiene las células en metafase también interfiere el metabolismo
de los aminoacidos. No atraviesa la barrera hematoencefalica, a no ser que se administre
en grandes dosis, es efectiva en un 90 a 95%, muchos pacientes sometidos a este
tratamiento presentan vomitos, nauseas, diarreas, necrosis de miembros anteriores

provocadas por la extravasacion de vincristina en el tratamiento donde la via de eleccion
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es la vena cefalica, siendo esta engorrosa tanto para el veterinario como para el duefio
ya que requiere de un protocolo a seguir y de un tiempo que tiene que permanecer el
paciente en un centro veterinario, en consecuencia el ensayo utilizando la via subcutanea
a nivel de la parrilla costal se considera una via segura practica y rapida, disminuye en su
totalidad la auto injuria, los pacientes pueden retirarse en seguida, y tiene el mismo efecto
terapéutico que utilizado por via endovenosa, cuando se trabaja con animales indociles
que corren riesgos con las sucesivas tranquilizaciones necesarias para el tratamiento EV,
en pacientes geriatricos, cardiopatas, en pacientes que deben ser atendidos a domicilio,
cuando a causa de los costos al duefio se le hace imposible tratar a su animal, con la
técnica subcutanea se reducen los costos, en pacientes con conocida intolerancia a
la droga aplicada EV en pacientes con flebitis traumatica, pacientes recogidos o de
fundaciones protectoras de animales, en condiciones de campo en criaderos, es mas

facil su manejo con la técnica subcutanea (SC). (De La Torre S., 2002).

2 MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue cuantitativa con disefio no experimental y se realizd en
Ecuador, canton Montalvo, provincia de los Rios, donde el clima es subtropical, se
estudiaron un total de 13 perros de ambos sexos y razas diferentes.

A cada uno de los animales se hizo un estudio previo, donde se elabord una historia
clinica individual en donde se reflejaron datos generales como nombre del propietario,
peso, edad, sexo del animal, asi como la posterior evolucion después del tratamiento. Se
tomo una muestra de sangre (2ml) a cada animal por puncién de vena cefdlica anterior,
con una gota de anticoagulante (E.D.T.A) a razén de 1ml de sangre.

Estas muestras fueron enviadas de inmediato al laboratorio Veterinario
DIAGNOVET para que se realicen un Hematocrito (Hto) Hemoglobina, leucocitos,
proteinas totales y frotis tenidos Diff Quick STAIN BENJAMIN, 1984, ademas, en cada
caso se tomod una muestra de tejido tumoral de 1cm por 1cm; fijado en formol 10% y fue
llevado al mismo laboratorio para su estudio cito patologico.

Posteriormente se formaron tres grupos de animales al cual se procedio a aplicar
el tratamiento a 5 pacientes por dia, es decir que se utilizaron 3 dias para la aplicacion
del primer tratamiento a los 13 pacientes los mismos que recibieron sulfato de vincristina
a razon de 1mg se diluyo en 3 cc de solucion fisiolégica de cloruro de sodio al 0,9 %
para disminuir el efecto necrosante de la vincristina, de esta dilucidon se aplicd por via
subcutanea (SC) la dosis de 0,016mg /kg, la misma que se aplico en el cuadrante craneal

superior del térax o dorso craneal, también llamada “parrilla costal alta” (cerca de la
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cruz) bien lateral para evitar lamidas y mordidas por el paciente (auto traumas), con una
frecuencia semanal utilizando 5 tratamientos para observar su evolucién por inspeccion
clinica valorando la involucion del tumor y la detencion del sangramiento, asi como de
reacciones adversas en el lugar de la aplicacion, como la inflamacion (bubon).

Estos animales se continuaron monitoreando para comprobar su evolucién al
tratamiento subcutaneo y al cabo de un mes y medio se dio por culminado la observacién
clinica. Una vez registrados los tamanos de los tumores se procedi6 a calcular el indice de
reduccion del tumor durante las cinco semanas del estudio, obteniendo cuatro mediciones
del indice por cada animal. Se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para

comparar los indices de reduccion del tumor entre hembras y machos.

3 RESULTADOS

En todos los animales estudiados clinica y cito patologicamente se confirmé la
presencia del tumor venéreo transmisible. De los cuales 13 pacientes culminaron el ensayo
siendo el 100% y en todos ellos hubo remision total del tumor macroscopicamente. Esto

hace corroborar el ensayo de De la Torre (2002) que todos se curan con el tratamiento

subcutaneo.
Tabla 1. Control semanal de la disminucién de la masa tumoral en cm.
MEDIDA TUMOR SEMANAL EN CENTIMETROS 6° SEMANA
PACIENTE (cm) CONTROL
1 2 3 4 5

LOBA 26 16 04 0,2 01 0
HARRIET 41 25 0,5 0,2 0 0
MALU 52 15 0,75 0,6 0,2 0
RUDY 4,2 2,3 15 1 0,3 0
ZULI 6,8 27 2 15 01 0
CHOCOLATE 3,5 15 1 0,8 0,2 0
RICKY 3 2 12 1 0,3 0
PULGOSO 13 7 47 3,2 0,2 0
BOBBY 57 4 3,4 15 0
NACHO 8 a7 1,3 0,3 0 0
COPITO 5 3 25 1,2 0,5 0
POCHONGO 8 52 4 21 1 0
DUQUE 5 0 0 0 0 0
Promedio 5,7 2,92 1,78 1,04 0,24

Desviacion Estandar 2,7 1,86 1,46 0,89 0,28
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La Tabla 1 indica que el tamafo de los tumores al inicio del tratamiento presentd
una alta dispersion, siendo el tumor mas pequefo de 2,6 cm, y el mas grande de 13 cm. El

promedio del tamano de los tumores al inicio del estudio fue de 5,7 cm.
Grafico 1. Reduccioén del tumor por sexo de los animales.

Tamafio promedio del tumor (cm)
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En el grafico 1se puede observar los promedios de reduccion del tumor durante las
cinco semanas del estudio. En todos los casos el tratamiento subcutaneo por vincristina

redujo el tumor tanto en hembras como en machos.

Tabla 2. indice de reduccién del tumor por semana.

PACIENTE SEMANAS
1 2 3 4 5

LOBA 0% 38% 75%  50%  50%
HARRIET 0% 39% 80%  60%  100%
MALU 0% 7%  50%  20%  67%
RUDY 0%  45%  35%  33%  70%
ZULl 0% 60% 26%  25%  93%
CHOCOLATE 0% 57%  33% 20%  75%
RICKY 0% 33%  40%  17%  70%
PULGOSO 0%  46%  33%  32%  94%
BOBBY 0% 30% 15%  56%  100%
NACHO 0% 4%  72%  77%  100%
COPITO 0%  40%  17%  52%  58%
POCHONGO 0%  35%  23%  48%  52%
DUQUE 0% 100% 0% 0% 0%

Promedio 46%  36% 37%  75%
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Enla Tabla 2 se puede observar la reduccion semana a semana de la masa tumoral.
A la primera semana de haberse suministrado el tratamiento subcutaneo con vincristina,
se obtuvo un promedio de reduccion del 46%. En la segunda semana se obtuvo un
promedio de reduccién del 36%. En la tercera semana el promedio de reduccién fue del
37%; mientras que en la cuarta semana el promedio de reduccién fue del 75%. Existieron
dos pacientes en los cuales el tumor desaparecio luego de la primera aplicacion del
tratamiento subcutaneo con vincristina.

Gréfico 2. Indice de reduccion del tumor por sexo de los animales.
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En el grafico 2 se puede observar que con la primera y la ultima aplicacion del
tratamiento subcutaneo con vincristina se obtuvo mayor indice de reduccién del tumor,
tanto en hembras como en machos; ademas la comparacion de los indices de reduccion
del tumor entre hembras y machos no determiné diferencias significativas en el estudio
(p>0.05).

Gréfico 3. Reaccion dérmica de los animales a los 30 minutos post-inyeccion (primera aplicacion).
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En el grafico 3 se puede observar la reaccién dérmica a los 30 minutos post-
inyeccion de los animales por sexo. En las hembras, el 83% no presentaron reaccion
dérmica al tratamiento; mientras que en los machos tan solo el 43% no presentaron

reaccion dérmica al tratamiento.

Grafico 4. Reaccion dérmica de los animales a los 60 minutos post-inyeccién (primera aplicacion).
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En el grafico 4 se puede observar la reaccién dérmica a los 60 minutos post-
inyeccion de los animales por sexo. En las hembras, ninguna presentoé reacciéon dérmica;

mientras que en los machos el 71% no presentaron reaccion dérmica.
Grafico 5. Condicién animica de los animales a los 30 minutos post-inyeccion (primera aplicacion).
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En el grafico 5 se puede observar la condicion animica a los 30 minutos post-
inyeccion de los animales por sexo. La mayoria de los animales no presentaron decaimiento,
mareo ni vomito a los 30 minutos post-inyeccion; representado por la condicion normal

del 67% Y 57% para hembras y machos respectivamente.
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Grafico 6. Condicion animica de los animales a los 60 minutos post-inyeccion (primera aplicacion).
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En el grafico 6 se puede observar la condicion animica a los 60 minutos post-
inyeccion delos animales por sexo. La mayoria de los animales no presentaron decaimiento,
mareo ni vomito a los 60 minutos post-inyeccion; representado por la condicion normal
del 83% y 71% para hembras y machos respectivamente.

Durante las siguientes cuatro semanas del estudio, se observo un comportamiento

similar a la primera semana, con respecto a la conducta animica de los animales tratados.

4 DISCUSION

Generalmente el tratamiento de Tumor Venéreo Transmisible o Tumor de Sticker
es tratado por via endovenosa (Castafeda G., 2011) (Rogers KS, 2008) (Romairone
A., 2009), ya que si la droga por error se extravasaba, podria producir necrosis a nivel
muscular y dérmico. Por ende, se recomendaba la aplicacion del farmaco como Unica
via la endovenosa. No obstante, (De La Torre S., 2002) indico como opcidn alternativa
para el tratamiento del Tumor Venéreo Transmisible o tumor de Sticker, Vincristina via
subcutanea como alternativa efectiva sencilla y segura, lo cual coincide con este trabajo.

(De La Torre S., 2002) Propuso el uso de este medicamento por una via no
convencional (subcutanea). Dicho informe no era denominado trabajo cientifico, sino un
ensayo experimental, donde se mencionaba sobre las reacciones adversas y los signos
dérmicos, y los propios del uso del medicamento quimioterapéutico.

El informe realizado por De la Torre, concluia, que por esta via disminuian
radicalmente los efectos indeseables del farmaco a nivel sistémico, ya que la
biodisponibilidad de la droga al torrente sanguineo era de forma gradual y paulatina a

partir del bubon en parrilla costal, evitando asi las reacciones adversas.
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El informe De la Torre, por ser un ensayo experimental no poseia datos
estadisticos acerca de reacciones en piel, como conductas post aplicacion del farmaco,
aunque si los menciona.

El presente trabajo, tenia como principal objetivo corroborar lo expuesto por el
Dr. De la Torre, para ello se tomo un grupo de 13 pacientes 7 machos y 6 hembras, con
diagnéstico clinico y de laboratorio de TVT. Se procedio a realizar el protocolo terapéutico
con el uso de vincristina por via subcutanea por 5 semanas. Los resultados obtenidos
fueron que el 100 % de los casos lo que corresponde a 13 pacientes, hubo remision total
del tumor después de haber completado el protocolo terapéutico tal como indica el autor
(Pensylvania, 2013) comprobando asi la eficacia del uso de vincristina por via subcutanea.
también pretendimos demostrar los cambios de conducta que presentaban los pacientes;
cada organismo reacciona de diferente manera entre cada sesion de quimioterapia
subcutanea, llegando a obtener como respuesta promedio que el 50% presentd cambios
alos 60 minutos post aplicacion.

Lo referente a las lesiones de la piel como expone el Dr. De la Torre, en el sitio
de la aplicacion igual que el prurito soportable. Los resultados obtenidos en este trabajo
fueron iguales a los De la Torre; el prurito que causa durante la aplicacion de la droga,
era diferente de acuerdo a cada paciente a juzgar por la forma en que se manifiesta
durante los 60 minutos, y en cuanto a las lesiones en piel solo se observaban cuando el
paciente tenia opcion a lamerse, morderse, rascarse contra cualquier objeto. Dos a tres
dias posteriores de la aplicacion se observaba el area de aplicacion inflamada (bubon), al

finalizar el tratamiento esta inflamacién desaparecia.

5 CONCLUSIONES

El tratamiento con vincristina subcutanea en la dosis y frecuencia sefalada tiene
una gran efectividad en el tratamiento del tumor venéreo transmisible, logrando la remision
total del tumor en 5 tratamientos sin que repercuta desfavorablemente la aplicacion
subcutanea en la salud de los animales.

La quimioterapia subcutanea es efectiva en el tratamiento del tumor de Sticker
dejando de un lado el miedo a la necrosis del tejido subcutaneo.

La quimioterapia con sulfato de vincristina a dosis de 0,016mg/kg subcutaneo en

parrilla costal, fue efectiva en el tratamiento y curacion de las neoplasias.
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RESUMO: A mastite é o processo inflamatorio
de maior relevancia dentro da pecuaria
leiteira, visto que as vacas enfrentam diversas
alteracoes fisiologicas durante o periodo de
lactacdo e o desafio que a glandula mamaria
enfrenta desencadeia impacto na saude do
animal e na qualidade do leite. Dessa maneira,
se torna essencial monitorar a influéncia
que a mastite causa sobre os marcadores
produtivos e inflamatérios das vacas, para
evitar queda no desempenho dos animais e
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prejuizos econémicos. A contagem de células somaticas (CCS) é a técnica mundialmente
utilizada para o monitoramento da saude da glandula mamaria, porém biomarcadores
sanguineos como a paraoxonase 1 (PON 1), albumina e proteinas plasmaticas totais vem
sendo estudados. Além de parametros sanguineos, a analise da qualidade do leite, por
meio da lactose, e o controle dos dados zootécnicos também contribuem para a detecgéo
de disturbios de saude em vacas leiteiras durante o periodo de lactagcao. Considerando a
importancia da cadeia produtiva leiteira e o impacto da mastite nesse setor, a associagcao
da analise de parametros sanguineos associados a analise de leite e o controle dos dados
zootécnicos contribui para avaliar o impacto da mastite no sistema produtivo, e enfatizar
as estratégias de prevencgéao.

PALAVRAS-CHAVE: Biomarcadores. Glandula mamaria. Lactagcédo

Na cadeia produtiva leiteira muitos fatores influenciam a qualidade do leite, devido
as inuUmeras variagoes fisioldgicas que as vacas passam durante o periodo de lactagao
que podem afetar a dimensdo e a duracdo das repostas inflamatérias (MAVANGIRA;
SORDILLO, 2018). A composicao do leite reflete na qualidade, mas também pode ser um
indicativo do estado metabdlico e clinico da vaca (COSTA et al, 2020). Dentre algumas
variaveis, a raca da vaca é um fator importante que afeta a producdo e qualidade do
leite, uma vez que cada raga possui determinadas caracteristicas e consequentemente
respostas fisioldgicas as condicdes ambientais especificas (LIANG et al, 2013).

A maioria dos estudos se reporta a vacas leiteiras da raca Holandés, porém a
raca Jersey é a segunda mais popular nos Estados Unidos (USDA - NAHMS, 2014),
caracterizadas por menor producao de leite com maiores porcentagens de gordura e
proteina em comparagdo com outras racgas leiteiras cosmopolitas (ROVEGLIA et al.,
2019). Bovinos leiteiros da raga Holandés, além de apresentarem maior tamanho corporal,
produzem maior quantidade de leite, mas com menor concentragcdo de gordura, o que
sugere um diferente mecanismo de regulagéo da gordura (SEARS et al., 2020).

Os aspectos fenotipicos e genéticos das caracteristicas como produgdo de
leite, peso corporal, fertilidade e células somaticas tém sido amplamente documentados
em bovinos leiteiros (GIBSON; DECHOW, 2018). No estudo da saude dos ruminantes, a
mastite € um dos processos inflamatorios mais importantes, levando a alteragoes fisicas,
quimicas e microbioldgicas no leite, caracterizada principalmente pelo aumento de células
somaticas (CARVALHO-SOMBRA et al., 2021; CHUNG et al., 2021).

Dependendo de inumeros fatores, como estado imunitario da vaca, a mastite
pode manifestar-se de duas formas completamente distintas, clinica e subclinica. A
mastite clinica é visualmente perceptivel, causando alteragdes na glandula mamaria e no

leite produzido. Ja a forma subclinica ndo manifesta qualquer alteracdo macroscopica,
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podendo apenas ser identificada de forma individual, como no teste de contagem de
células somaticas. Tanto clinica ou subclinica a mastite afeta os componentes de
qualidade e a produgao de leite em diferentes niveis (ANTANAITIS et al., 2021).

Reacoes inflamatodrias disfuncionais ocorrem devido ao desafio que a glandula
mamaria enfrenta, aumentando significativamente a preocupacéo com os marcadores de
qualidade do leite. Respostas inflamatorias locais frequentemente apresentam impacto
na saude geral do animal, como na fungcao hepatica e nos danos as membranas celulares,
com aumento da permeabilidade vascular local, como observado na migracéo leucocitaria
do sangue para a glandula mamaria durante a mastite (CARVALHO-SOMBRA et al., 2021).

A contagem de células somaticas (CCS) é a técnica mundialmente utilizada para o
monitoramento da saude da glandula mamaria, essencialmente utilizada como marcador
de mastite subclinica, de diminuicdo dos indices de producéao e de qualidade do leite
cru e sendo relacionada com as condig¢des higiénico sanitarias da ordenha (ALHUSSIEN;
DANG, 2018; CARVALHO-SOMBRA et al., 2021; RAINARD et al., 2018). As propriedades
de qualidade do leite podem variar ndo apenas por fatores nutricionais, genéticos ou
fisiologicos, mas também pelas condicdes higiénicas e sanitarias durante a ordenha e
manuseio posterior da matéria-prima (HAMED et al., 2012).

A mastite subclinica pode ser mais dificil de diagnosticar e repercute de forma
sistémica na saude e bem-estar do animal, acarretando perdas significativas na industria
laticinia, como também grande preocupacéo com a saude publica pelo uso indiscriminado
de antimicrobianos na producéo leiteira (CARVALHO-SOMBRA et al., 2021; CHUNG et al.,
2021). Vacas acometidas por mastite clinica ou subclinica, apresentam alta contagem de
células somaticas (CCS), implicando em menor vida util do leite fluido, baixa capacidade
de coagulagéo, redugao da produgéo de derivados lacteos e menor qualidade do produto
final. (KOVACIC et al,, 2019; STOCCO et al., 2020).

A mastite esta listada como uma das quatro principais doencas em vacas, no
entanto, ainda ndo existe uma solugcdo adequada para prevenir e tratar esta condicao
(SHI et al., 2016). Neste contexto a mastite subclinica € um problema sério, causando
grandes prejuizos ao produtor, como reducao silenciosa na producéo do leite em até
20%, perdas na qualidade e descarte prematuro de vacas por apresentarem sequelas em
um ou mais quartos mamarios, sendo o diagnostico precoce a melhor forma de controlar
e prevenir a disseminacao da doenca no rebanho (MACHADO et al., 2021).

Considerando a crescente preocupagdao com a qualidade do leite no setor de
laticinios (STOCCO et al, 2020), é importante avaliar a relacdo entre os diferentes

indicadores de qualidade do leite, niveis séricos dos biomarcadores inflamatérios e andlise
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dos dados zootécnicos dos animais estudados (RAINARD et al., 2018). Assim, a utilizacao
de anédlises de biomarcadores como a paraoxonase 1, aloumina e proteinas plasmaticas
totais € um campo relativamente novo na pesquisa de condigdes inflamatdrias silenciosas
(CATTANEO et al., 2021; ZIGO et al., 2019).

A paraoxonase 1 (PON 1) € um biomarcador, sintetizada no figado e secretada no
sangue e que possui inumeras fungdes bioquimicas, como protecéo contra dano oxidativo
e peroxidacéo lipidica, fazendo parte de um amplo sistema antioxidante animal (KOVACIC
et al., 2019; MAYASARI et al., 2017). Condicdes inflamatodrias impactam negativamente
a fungdo hepatica (SILVEIRA et al., 2019), e consequentemente a atividade da PON 1 e
albumina no soro sanguineo, diminuindo o niveis séricos durante a infecgao. A albumina
é o componente mais importante das proteinas plasmaticas e a interpretacdo do perfil
sorologico representa uma forma de diagnostico de condigdes patologicas (CATTANEO
et al,, 2021; FOLNOZIC et al., 2015).

A complexidade da mastite requer atencao a muitos aspectos zootécnicos, como
as caracteristicas de peso das vacas em inicio de lactagao que impactam diretamente na
resposta imunologica da glandula mamaria e na composicao do leite (RICO et al., 2015).
Estudos demonstram que o escore de condicéo corporal (ECC) ideal ao parto, para uma
boa producéo de leite varia em torno de 3,00 a 3,50 (GOBIKRUSHANTH et al., 2019).
Apesar do estado de saude da glandula mamaria ser o fator primordial para o aumento
da CCS, a idade do animal, producéao de leite, estagio da lactacao também séo fatores
influenciadores da CCS (HAMED et al., 2012).

Com o alto padrao genético das vacas de alta producao, alta sensibilidade a
mastite subclinica e a dificuldade de diagndstico precoce, varios biomarcadores tém
sido estudados para diagnosticar precocemente a mastite (CARVALHO-SOMBRA et al.,
2021). Dentre eles, destacam-se a medicédo de pH, niveis de enzimas, proteinas, peptideos,
componentes do leite, CCS, além de testes moleculares, gendmica e analises protedmicas,
que podem ser utilizados isoladamente ou combinados (CHAKRABORTY et al., 2019).

A lactose, um agucar dissacarideo principal solido do leite de vaca, vem sendo
estudada como possivel indicador para mastite subclinica. A saide do Ubere, balanco
energético negativo e condigbes metabdlicas desfavoraveis estdo relacionadas ao
aumento do numero de CCS e baixos niveis de lactose. Ainda, consta que o sucesso
reprodutivo do animal esta relacionado positivamente ao nivel de lactose no leite
(ANTANAITIS et al,, 2021).

Os indices reprodutivos sdo vitais para o sucesso da pecuaria leiteira. A

diminuicao na producao de leite € no numero de bezerros nascidos por ano podem ser
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altamente prejudiciais ao sistema produtivo. Durante as infec¢cdes da glandula mamaria
as reacgoes inflamatorias podem impactar nos 6rgaos reprodutivos ocasionando morte
embrionaria. Vacas com mastite subclinica (CCS acima de 200.000 céls/ml) tem sua
fertilidade impactada e consequentemente maior intervalo parto concepcao (VILLA-
ARCILA et al., 2017).

A deteccao precoce de disturbios de saude em vacas leiteiras durante o periodo
de lactacdo pode ajudar a melhorar significativamente o desempenho produtivo e
reprodutivo, evitando perdas econdmicas em animais de alto valor zootécnico. Nesse
contexto, realizar o diagndstico de mastite de forma mais precisa dentro do rebanho
leiteiro e dimensionar o impacto no sistema é possivel por meio da analise de parametros
sanguineos associados a analise de leite e o controle dos dados zootécnicos.
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