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PROLOGO

A producao agropecuaria contemporanea depende de uma compreenséao cada
vez mais precisa das relacdes entre organismos, ambiente, manejo, nutricao e tecnologia.
O desenvolvimento de sistemas produtivos mais eficientes exige ndo apenas aumentar
rendimentos, mas compreender os mecanismos fisiologicos que condicionam a adaptacéo
das plantas, aprofundar o conhecimento sobre os fatores relacionados a ocorréncia de
pragas e doencas, aprimorar a nutricao animal e incorporar praticas capazes de favorecer
0 bem-estar, a reproducgéao e a saude dos animais.

O nono volume de Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais reline quatorze
capitulos organizados em trés eixos tematicos: Produgao vegetal, fisiologia e adaptacao;
Sanidade vegetal e manejo de pragas e doencas; e Producao, nutricao, bem-estar
e saude animal. Essa organizagcdo acompanha diferentes dimensdes da producdo
agropecuaria, partindo das respostas fisioldogicas e produtivas das plantas, passando
pelos fatores que afetam sua sanidade e chegando aos processos relacionados a
producao animal.

O primeiro eixo reune investigagcdes sobre producdo vegetal, adaptacdo e
respostas fisiologicas diante de diferentes condigdes de cultivo e fatores ambientais. A
interagcao entre genadtipos de milho e ambientes de produgao evidencia a importancia de
compreender a estabilidade e a adaptabilidade dos materiais vegetais diante de diferentes
condi¢cbes de semeadura e disponibilidade hidrica. Outros estudos analisam os efeitos
do estresse salino em oliveiras, as respostas fisiologicas de Zinnia elegans cultivada
em sistema hidroponico e as alteracdes fenotipicas e fitoquimicas de Agave salmiana
submetido ao estresse por zinco. O eixo contempla ainda a aplicacéo da técnica in vitro
de duplo-haploide como estratégia para acelerar a obtengao de linhagens homozigoéticas
e apoiar o melhoramento de plantas cultivadas. Em conjunto, esses estudos evidenciam
como fatores ambientais, nutricionais, fisioldgicos e biotecnoldgicos podem contribuir
para a compreensao e 0 aprimoramento da producao vegetal.

O segundo eixo concentra-se na sanidade vegetal e no manejo de pragas e
doencas. O controle microbioldgico da broca-do-café por meio de Beauveria bassiana
exemplifica a aplicacdo de agentes bioldgicos no manejo fitossanitario. O estudo
epidemioldgico do manchado de célice de jamaica investiga as relagdes entre patdgenos,
condigdes climaticas e severidade da doenga, enquanto a analise da abundancia
de Oebalus spp. em cultivos de arroz relaciona dinamica populacional, temperatura
e monitoramento como suporte ao manejo integrado de pragas. Esses trabalhos
evidenciam a importancia de conhecer tanto os agentes causadores de danos quanto

as condi¢coes ambientais que favorecem sua ocorréncia.



O terceiro eixo amplia o olhar para a produgao animal, reunindo estudos sobre
nutricdo, metabolismo, desempenho produtivo, bem-estar, reproducdo e saude. As
pesquisas sobre absorcdo e retencdo de fosforo em ovinos e sobre a utilizagdo de
fontes gluconeogénicas diante do estresse térmico abordam processos metabolicos
associados a eficiéncia nutricional e a adaptacao dos animais. A utilizacdo de curcuma
na alimentagédo de cuyes é investigada como alternativa para melhorar o desempenho
produtivo, enquanto o estudo realizado com galinhas poedeiras compara sistemas de
criagao a partir de indicadores de bem-estar animal.

O eixo também incorpora abordagens relacionadas a biotecnologia reprodutiva e
a medicina veterinaria. A avaliacdo de um diluidor quimicamente definido, originalmente
desenvolvido para sémen equino, na conservacao refrigerada de sémen caprino
evidencia o potencial das tecnologias reprodutivas para o aprimoramento dos programas
de inseminacéo artificial e a conservacao de recursos zoogenéticos. Ja o estudo clinico e
post mortem de Coendou rufescens amplia o escopo do volume ao campo da medicina de
fauna silvestre, demonstrando a relevancia do diagnostico clinico e anatomopatolégico
também para espécies ndo domésticas.

Os capitulos que compdem este volume evidenciam a diversidade de fatores
bioldgicos, ambientais e tecnoldgicos que interferem na produgdo vegetal e animal. Ao
reunir pesquisas experimentais, revisdes e estudos aplicados provenientes de diferentes
contextos, Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX oferece um panorama de
diferentes frentes de investigacdo, desde as respostas fisioldgicas das plantas e os
desafios fitossanitarios até a nutricdo, o bem-estar, a reproducédo e a saude animal.
Essa diversidade reafirma a importancia da produgao cientifica para a compreenséo dos
processos que sustentam os sistemas agropecuarios e para o aprimoramento continuo

das praticas de producéo, manejo e conservagao.
Boa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: Las siembras en el Valle de Toluca se caracterizan por ser de punta de riego,
temporal y humedad residual, se hacen a una profundidad de 15 a 20 cm, lo que exige a los
genotipos un elevado vigor para germinar, emerger y mantener el crecimiento de plantas
en tanto se establecen las precipitaciones, regularmente en el mes de mayo. El objetivo
del trabajo fue evaluar la interaccion genotipo ambiente a través de cuatro fechas de
siembra en 14 genotipos de maiz y definir la interdependencia de las variables evaluadas.
Se establecieron las fechas de siembra y genotipos en un diseno de bloques completos
al azar y se realizaron analisis varianza combinados a través de ambientes, analisis de
componentes principales, de interaccion genotipo ambiente con el modelo SREG, y
analisis por factores. Se observaron los mayores rendimientos en punta de riego (6.7 t ha),
y temporal (6.0 t ha™). Se observoé que el rendimiento presento estrecha interdependencia

" Autora de correspondencia
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con el numero de granos por hilera, mazorcas sanas, porcentaje de grano, longitud de
mazorca, numero de mazorcas sanas y numero de plantas cosechadas. H-52, su cruza
simple hembra (M43 x M44) y M60 x M61, presentaron los mayores rendimientos (10.9,
91y 9.0 t ha, respectivamente), ademas de ser los genotipos que presentaron la mayor
adaptabilidad y superar al criollo, que presentd un rendimiento de 7.7 t ha™'. El genotipo
con menor rendimiento y adaptacion fue el Sintético de Bajio.

PALABRAS CLAVE: Zea Mays L.; componentes principales, rendimiento de grano, SREG.

ANALYSIS OF THE GENOTYPE X ENVIRONMENT INTERACTION OF FOURTEEN
MAIZE GENOTYPES

ABSTRACT: Sowings in the Toluca Valley are characterized by being on tip irrigation,
seasonal and residual moisture, they are done at a depth of 15 to 20 cm, which requires
the genotypes to have high vigor to germinate, emerge and maintain plant growth while
the rainfall is established, regularly in the month of May. The objective of the work was
to evaluate the genotype-environment interaction through four sowing dates in 14 maize
genotypes, and to define the interdependence of the variables evaluated. The genotypes
were evaluated using a randomized complete block design, and combined analysis of
variance across environments, principal component analysis, genotype-by-environment
interaction analysis using the SREG model, and by factor analysis were performed.
Planting dates and genotypes were established in a randomized complete block design
and combined analyses of variance across environments, principal component analysis,
genotype-environment interaction analysis with the SREG model, and factor analysis
were performed. The highest yields were observed under irrigation (6.7 t ha-1) and rainfed
conditions (6.0 t ha-1). Yield was found to be closely interdependent with number of kernels
per row, healthy ears, grain percentage, ear length, number of healthy ears and number of
plants harvested. Among evaluated genotypes, H-52, its female single cross (M43 x M44),
and M60 x M61showed the highest yields (10.9, 91, and 9.0 t ha”, respectively); furthermore
exhibited the greatest adaptability, as they were the highest-yielding genotypes across four
planting dates and outperformed the local variety, which yielded 7.7 t ha-1. The genotype
with lowest yield and adaptation was Bajio Synthetic variety.

KEYWORDS: Zea mays L.; principal components, grain yield, SREG.

1. INTRODUCCION

México presenta una gran diversidad climatica, debido a su orografia y ubicacién
geografica, razén por la cual presenta la mayor diversidad bioldgica en el cultivo de maiz,
por lo que el estudio de la interaccion genotipo - ambiente (IGA) cobra relevancia en el
cultivo. El Valle de Toluca se ubica auna altitud de 2650 m, abarca parte de los municipios de
Almoloya de Juarez, Calimaya, Chapultepec, Lerma, Metepec, Mexicaltzingo, Ocoyoacac,
Otzolotepec, San Antonio la Isla, San Mateo Atenco, Rayon, Temoaya, Tenango del
Valle, Toluca, Xonacatlan y Zinacantepec (Valdez y Flores et al., 2024). En esta region

existen aproximadamente 121,921 ha con mediano y alto potencial de rendimiento para
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producir maiz (Gonzalez et al., 1990). El clima es determinante en la produccion agricola,
ya que las bajas temperaturas presentes todo el afo, estan en el rangode 13a15°Cy la
precipitacion anual es de 980 mm (CONAGUA, 2024). En las fases iniciales de desarrollo
el ambiente se torna especialmente critico, cuando la temperatura base del cultivo es de
8 °C (Ruiz et al., 2013) y las siembras se hacen en fechas tempranas; debido a la presencia
frecuente de heladas tardias, que inhiben el desarrollo normal del cultivo e incluso afectan
en promedio mas de 3,500 ha anualmente (Jasso-Miranda et al., 2022). Al nivel estatal
se siniestran 31,900 ha anualmente en todo el estado, principalmente por déficit hidrico
durante la sequia intraestival (SIACON, 2022).

Las siembras de maiz en el Valle de Toluca se realizan en condiciones de punta
de riego, temporal y humedad residual; a una profundidad de 15 a 20 cm, lo que exige un
gran vigor germinativo de la semilla, para soportar bajas temperaturas, la profundidad
de siembra y el déficit hidrico, previos al inicio de las lluvias de mayo. Para resolver
esta problematica, el programa de mejoramiento genético del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) formé hibridos y variedades
sintéticas. Estos genotipos mejorados buscan mayor adaptabilidad, sanidad, resistencia
al acame y rendimientos superiores al de los criollos locales; que garantizan un
adecuado establecimiento de plantas y rendimientos competitivos en la region. El uso de
cultivares mejorados en zonas especificas, ha sido la tecnologia mas redituable; ademas
de amigable con el ambiente y la salud humana. En esta busqueda por seleccionar los
mejores cultivares a través de multiples ambientes, se ha acelerado la evolucion natural,
que permite identificar y seleccionar aquellos con rendimientos altos y predecibles o
estables (Annicchiarico, 2002). Sin embargo, la respuesta diferencial de los genotipos
a las condiciones ambientales da lugar a la interaccién genotipo x ambiente (IGA),
que limita la precision en la estimacion del rendimiento y dificulta la identificacion de
genotipos aptos para ambientes especificos (Crossa et al., 1990). Aunque un cambio
en la respuesta de los genotipos, debida a los ambientes, no necesariamente implica
una respuesta de interaccion de los genotipos con el ambiente (Abdullah et al., 2026).
Por lo que se propone el uso de analisis multivariados para superar la limitacion de los
promedios simples y mejorar la precision en la identificacion de materiales sobresalientes
y estables.

Para el andlisis de la IGA se han desarrollado diversos métodos que permiten
caracterizar los genotipos con base en su estabilidad o baja interaccion, uno de los
mas conocidos vy utilizados es el SREG (Ponce-Encinas et al., 2022), que es util para la
agrupacion de genotipos a través de ambientes. Este método considera la estandarizacion

del rendimiento de cada genotipo y dentro de cada ambiente; ademas, permite la
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representacion simultanea de la variabilidad de genotipos y ambientes, basada en el
analisis de componentes principales (Rodriguez-Pérez et al., 2002; Yan y Tinker, 2006).

Por lo que, identificar las variables de mayor importancia, que logran marcar una
diferencia entre los genotipos bajo el proceso de seleccidn, actualmente, permitira clasificar
por una mayor eficiencia a cada genotipo en el proceso de mejoramiento genético.

El Analisis de Componentes Principales (ACP) que, con base en variables de
campo, invernadero y laboratorio, da lugar a nuevas variables que no correlacionan
entre ellas, permite cuantificar la varianza explicable de todo el experimento (Jollife y
Cadima, 2016). Por lo que permite identificar las variables que mayor varianza aportan,
asi como posibles patrones de respuesta entre los genotipos y ambientes (Johnson,
1998 y Lattin et al., 2003).

Por lo anterior y con base en los avances del programa de mejoramiento genético
de maiz para Valles Altos, que plantea obtener genotipos adaptados a una diversidad
de condiciones ambientales, propiciado por el amplio rango de fechas de siembra, que
se dan comunmente en la regién y su relacién con el rendimiento de grano, se plantea
a través de la IGA, identificar genotipos de maiz que aumenten su rendimiento de grano,

conforme mejoran las condiciones del cultivo en el Valle de Toluca.

2. MATERIALES Y METODOS
21. AMBIENTES DE EVALUACION Y MANEJO AGRONOMICO

La evaluacion en campo de los genotipos (Cuadro 1), se realizod en la localidad
de Metepec a 2,650 m de altitud, en el Estado de México, ubicada en el Valle de Toluca,
donde se sembraron cuatro experimentos bajo condiciones de campo, los dos primeros
se establecieron el 02 de abril de 2023 bajo condiciones de punta de riego (PR) y
humedad residual (HR) y los restantes el 28 de abril y el 10 de mayo del mismo afo, bajo
condiciones de temporal estricto (Temporal 1y Temporal 2, respectivamente).

Las dos primeras fechas de siembra, son las que principalmente utilizan los
productores de la regién, con la finalidad de aprovechar un mayor ciclo de cultivo y obtener
asi mejores rendimientos; sin embargo, el riesgo por bajas temperaturas es alto en la
primera fecha de siembra, lo que ademas es critico, cuando en condiciones de humedad
residual no existe un nivel hidrico adecuado del suelo.

La siembra se realizd de forma manual, a una profundidad de siembra de 15 a 20
cm. La dosis de fertilizacion fue 140-70-30; para el control de maleza se utilizaron 1.5 kg
ha"' de Picloram mas Nicosulfurén a los 20 dias después de la siembra (DDS), y a los 50

DDS se hizo un deshierbe manual.
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2.2. GENOTIPOS EVALUADOS

Se utilizaron cuatro lineas, progenitoras de los hibridos H-52 (M-43 y M-44) y
H-68 (M-60 y M-61) desarrolladas por el INIFAP, en el Valle de Toluca — Atlacomulco,
Estado de México, para condiciones de temperaturas bajas. Se incluyeron 13 genotipos,

tres testigos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Genealogia y clasificacion del material genético en estudio, por su adaptacién a bajas temperaturas.

Numero Genealogia Origen Clasificacion
1 M43 Metepec - 2022 Tolerante
2 M44 Metepec - 2022 Susceptible
3 (M43 x M44) Metepec - 2022 Tolerante
4 (M43 x M44) F2 Metepec - 2022 Tolerante
5 (M43 x M44) x M43 Metepec - 2022 Tolerante
6 (M43 x M44) x M44 Metepec - 2022 Tolerante
7 M60 Metepec - 2022 Tolerante
8 M61 Metepec - 2022 Susceptible
9 (M60 x M61) Metepec - 2022 Tolerante
10 (M60 x M61) F2 Metepec - 2022 Tolerante
1 (M60 x M61) x M60 Metepec - 2022 Tolerante
12 (M60 x M61) x M61 Metepec - 2022 Tolerante
13 H-52 Metepec - 2022 Tolerante
14 VS-46 (Testigo) Metepec - 2022 Tolerante
15 Criollo (Testigo) Metepec - 2022 Tolerante
16 Sintético de Bajio Tepalcingo 2021-2022 Susceptible

2.3. VARIABLES EVALUADAS

Los caracteres evaluados fueron: 1) Dias a floracion masculina o Antesis (DA),

se estimé mediante observaciones visuales perioddicas, se determind como fecha de

floracién cuando un 50 % de las plantas estaban liberando polen; 2) Dias a floracion

femenina (DFF). Se consideré como fecha de floracion cuando el 50 % de las plantas

presentaban los estigmas expuestos; 3) Numero de plantas (NPT). Se obtuvo al contar

el niumero total de plantas establecidas por unidad experimental, 4) Plantas jorras (NPJ)

se contabilizaron las plantas de que no producen mazorca; 5) Plantas con hijos (NPH) se

consideraron las plantas que presentan “hijuelos”; 6) Mazorcas sanas (NMS) se obtuvo

al contar el nUmero de mazorcas que no presentan dafo por plagas y enfermedades,

7) Mazorcas podridas (NMP): el dafo por pudricion de mazorca se evaluo utilizando

una escala de severidad de seis clases; donde: O= sana, 1= 110 %, 2= 11-25 %, 3= 26-
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50 %, 4= 51-75 %, 5= 76-100 % de pudricion; 8) Mazorcas moloncas (NMM) se obtuvo
con el conteo del nimero de mazorcas pequenas, mal formadas y con llenado de grano
incompleto de cada parcela util; 9) Rendimiento (R). Se expreso en t ha' de grano cuyo
porcentaje de humedad se uniformizé al 14 %; 10) Porcentaje de grano (%G), se obtuvo
del cociente entre el peso del grano y el peso de cinco mazorcas, expresado como
porcentaje de cinco mazorcas de tamano medio de cada una de las repeticiones; 11)
Longitud de mazorca (LM), se midié en centimetros desde la base hasta el apice y se tomé
de una muestra de cinco mazorcas de tamano medio tomadas ex profeso para medir los
componentes del rendimiento; 12) Diametro de mazorca (DM): se midid con vernier digital
cuya precision es de 0.01 mm. Se tomo la medida en la parte media de cinco mazorcas
de tamano promedio de cada repeticion; 13) Niumero de hileras por mazorca (NHM) se
obtuvo de cinco mazorcas de cada una de las repeticiones. 14) Numero de granos por
hilera (NGH). Se contaron los granos por hilera de cinco mazorcas y se promedioé. 15)
Granos por mazorca (GM), se obtuvo como el producto del niimero de granos por hilera
por el numero de hileras en cinco mazorcas de tamafno promedio en cada parcela util.
16). % de humedad del grano (%HG) se determind con un medidor de humedad para

granos Agromix.

2.4. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

En cada fecha de siembra los experimentos se establecieron bajo un disefio de
bloques completos al azar, donde la unidad experimental fue de dos surcos de 5 my 0.8
m de distancia entre surcos, con una densidad de poblacion de 65,000 plantas ha'. Se
establecieron tres bloques completos por fecha de siembra. Se realizaron: a) andlisis de
varianza combinado a través de ambientes (Mclntosh, 1983), b) analisis de componentes
principales (Johnson, 1988) para explorar la variacion de los genotipos y fechas de
siembra, asi como los posibles patrones de respuesta de estos, corroborar su previa
clasificacion como tolerantes o susceptibles a bajas temperaturas (Aguilar y Avila, 2002;
Avila, 2002; Gamez, et al., 2002), e identificar las variables de mayor importancia y c)
analisis de interaccion genotipo x ambiente para identificar los genotipos sobresalientes
por fecha y condicion de siembra. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
Statistical Analysis System (SAS, 2022). Para identificar la interaccion de los genotipos
en rendimiento, se empled el modelo SREG a través del programa GEA-R (Pacheco-Gil et
al.,, 2015), con base en Yan y Kang (2002).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
31. ANALISIS DE VARIANZA

Entre los andlisis de varianza se observaron diferencias significativas (P < 0.01)
entre los ambientes (A) de evaluacion para la expresion de las variables dias a antesis
(DA), dias a floracion femenina (DFF), nimero total de plantas (NTP), plantas con hijos
(NPH) y porcentaje de humedad del grano (%HG) (Cuadro 1). De la misma forma, los
genotipos (G) fueron determinantes en la expresion del NPJ (P < 0.05) y de los DA, a DFF,
NTP y NPH, asi como en porcentaje de grano (%G) y humedad (%HG) al (P< 0.01). Para la
IGA de DA, DFF NPT y %H se observaron diferencias significativas al P < 0.01, el resto de
las variables no presentaron diferencias estadisticas significativas.

Entre las fuentes de variacion de mayor importantes para este estudio con base
en la magnitud de los cuadrados medios, fueron los G, seguida de los Ay de la IGA. De la
varianza total la aportacion de los factores A, G y G*A para las expresiones fueron DA (3,
77y 20 %), DFF (49,50, y1%), NPT (28, 43y 29 %), NPJ (28,45, y 29), NPH (69, 26,y 5 %),
%G (34,61y 5 %) y %H (74, 23 y3 %): generalmente, rasgos fenoldgicos como floraciones
muestran un fuerte control genético; sin embargo, resultados contrastantes fueron
obtenidos al evaluar hibrido y variedades de maices de doble propédsito en diferentes
localidades (Torrero - Garza et al., 2025). A diferencia de NPJ y %G son sensibles a estrés
ambiental y de manejo. El nimero total de plantas jorras e hijuelos por planta, donde las
variaciones observadas no permitieron una distribucion normal, probablemente debido a
la dependencia de estos caracteres del ambiente y de un rango demasiado amplio en la
variacion de estos, para su expresion.

En un segundo término, la variacion generada por los A de evaluacion fue superior
ala generada por los Gy la IGA, en la expresion de las variables NTP y NPH, asi como en
la %HG. La interaccion significativa indica que los G no se comportaron de igual manera
ante las variaciones ambientales de las diferentes localidades y, por ende, existen buenos
materiales para unos A pero que no responden bien en otros (Lozano-Ramirez, 2015).

Respecto al rendimiento de grano (RG) y parte de las variables que lo explican
(Cuadro 2), se observaron entre los analisis de varianza, diferencias estadisticas entre los
A solamente para la expresion de las variables RG y NMP con P < 0.05 en ambos casos.
Entre genotipos se observaron diferencias estadisticas con P < 0.01, para la expresion
de todas las variables; es decir: RG, NMS, NMM y NMP, NHM y de NGH, ademas de la
LMy DM. Por lo que nuevamente entre estas variables la fuente de variacion debida a G
fue la de mayor importancia, es decir, la constitucion genética definio la mayor variacion

en su expresion.
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Los genotipos generaron 76 % de la variacion total en RG, 53 % en el NMM, 79
% en el NMH, 69 % en el NGH, y 58 % en la LM y DM. La IGA ocup? el tercer lugar en
importancia con respecto a la variaciéon total explicable, pero el segundo lugar en el
NMM, y en el NHM. Resultados contrastantes fueron obtenidos al evaluar RG, NH, LM,
y DM en hibridos y variedades de maiz en diferentes localidades (Hernandez-Pérez et
al., 2025).

3.2. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (CP) PARA GENOTIPOS

Los dos primeros componentes principales, explicaron el 787 % de la
variabilidad total. Con base en el valor absoluto de los vectores propios de determino
que las variables de mayor importancia por la varianza explicada en el CP1, fueron DA
(-0.3414), %G (0.3410), NPT (0.3408), DFF (-0.3374) y NMS (0.3286) variables que
definen la precocidad, la sincronia reproductiva y adaptacion (Hernandez-Trejo et al.,
2023); mientras en el CP2 destacaron la LM (5471), NMM (-0.4328), NGH (0.4219) y RG
(0.3436).

Se observaron tres patrones de respuesta entre genotipos, el de materiales
sobresalientes en rendimiento y sus componentes, ademas de ser mas precoces
(Criollo, M43 x M44, M60 x M61y H-52), caracteristicas que pueden emplearse como
criterios de seleccion (Takele, 2000). El segundo patréon de respuesta lo conformaron
las retrocruzas de los dos hibridos simples, cuyo comportamiento de los genotipos fue
un promedio en la expresion de todas las variables y finalmente se conformo un tercer

grupo, integrado por los materiales menos adaptados a la region (Figura 1).
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Cuadro 1. Analisis de varianza combinado de variables agronomicas de desarrollo fenologico de maiz en el Valle de Toluca, Metepec 2023.

Cuadrados medios

Fuer-ite-s'de GL Floracién Plantas
variacion Antesis Grano (%) Humedad (%)
femenina Total Jorras Hijos
Ambientes (A) 3 30 ** 810.7 ** 42512 ** 16 2199 ** 0.015 4071 **
Genotipos (G) 15 823 ** 8312 ** 15134 ** 25 * 823 ** 0.027 ** 128.8 **
IGA 45 216 ** 229 ** 14.7 ** 17 174 0.002 172 **
Promedio 99.5 103.9 39.6 1.3 71 0.83 13.7
GL: Grados de libertad; * y **: Diferencias estadisticas con P < 0.01y 0.05, respectivamente.
Cuadro 2. Analisis de varianza combinado de rendimiento y sus componentes en madurez de maiz en el Valle de Toluca.
Cuadrados medios
F\l:aer?::iséie GL Rendimiento Mazorcas : Hileras Gr_anos : Mazorca”
Sanas Moloncas Podridas mazorca hilera Longitud Diametro
Ambientes (A) 3 27416375 * 1768 ** 6.7 479 * 24 396 1.4 295
Genotipos (G) 15 95974388 ** 3162 ** 16.7 ** 236 ** 18.8 ** 132 ** 19.0 ** 76.2 **
G*A 45 2952488 ** 240 ** 7.9 56 26 121 21 248 *
Promedio 5867.2 494 4.8 31 161 257 13.8 46.8

GL: Grados de libertad; * y **: Diferencias estadisticas con P < 0.01y 0.05, respectivamente.
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En la Figura 1, se observa que entre los materiales clasificados como
susceptibles o sin adaptacion al Valle de Toluca, estuvieron las lineas machos M44 y
M®61, ambos presentaron el menor R entre todos los genotipos, y el Sintético de Bajio,
fue el menos adaptado, ya que presento el menor %G en la mazorca, la mayor cantidad
DA y DFF, ademas de la menor cantidad de NMS. Entre los genotipos sobresalientes
por RG, con base en una mayor LM, mayor NGH y menor cantidad de NMM, fueron el
Criollo local, las cruzas simples M43 x M44, M60 x M61, el hibrido de cruza triple H-52
y las retrocruzas de ambas cruzas simples; todos ubicados en el primer cuadrante
donde, ademas, presentaron el mayor %G en la mazorca, el menor numero de DA y

DFF, ademas de una mayor cantidad en el NMZ.

Figura 1. Plano cartesiano con la dispersion de los genotipos evaluados de maiz en el Valle de Toluca.
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3.3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES PARA AMBIENTES

Los dos primeros componentes principales explicaron el 92.87 % de la variabilidad
total de los datos originales, de tal manera que el CP1 explico el 59.3 % y el CP2 el 33.5
%. Las variables de mayor importancia en el CP1 fueron LM (0.3322) y %G (0.3292) y en
el CP2 fueron NMM (0.4040), NMS (0.3862) y NPT (0.3712).

En la Figura 2, se observa la dispersion de las cuatro condiciones de humedad a
la siembra, las que conformaron tres patrones de respuesta diferentes. El de punta de
riego, que se caracterizo por presentar la mayor LMy %G y con un RG similar a las dos

siembras de temporal, cuya caracteristica principal fue una mayor presencia de NMM,
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NMS y NPT. La siembra del experimento con humedad residual, fue el ambiente menos
favorecido, debido la ausencia de humedad al momento de la siembra, sin la seguridad
del establecimiento de la precipitacion pluvial; por lo que probablemente, los genotipos
presentaron el menor RG, la menor cantidad de NPT a la cosecha y la menor cantidad
de NMS.

Figura 2. Plano cartesiano con la dispersion de los tipos de siembra de maiz, evaluadas en el Valle de Toluca.

CP1 +CP2:92.87 % 2
® Punta de
Temporal 2 o ®ral 1 1 rlego
)
3 .
2 4 3 2 4 1 2 3 4 s
) ’
2
Humedad =
residual ®
-4

CP1:59.33%

3.4. ANALISIS DE INTERACCION GENOTIPO - AMBIENTE DEL RENDIMIENTO

Con este analisis se identifico a las siembras del 02 de abril bajo condiciones de
punta de riego y del 28 del mismo mes como temporal 1, como las que favorecieron la
mayor interaccion genotipo x ambiente, y a las fechas de humedad residual (2 de abril)
y temporal 2, como las que menor expresion de la IGA favorecieron, esto con base en la
magnitud de la varianza generada por dichos ambientes.

Como resultado del andlisis se observa que la cruza triple H-52 super6 en
rendimiento (10.9 t ha’) al resto de los genotipos de maiz y en todas las condiciones de
siembra; es decir, fue el de mayor adaptabilidad seguida por las cruzas simples M43 x
M44 (91t ha™) y M60 x M61 (9.2 t ha'), asi como de la retrocruza de esta Ultima con M61
(8.5t ha') y por el criollo local (7.7 t ha). La variedad VS-46, obtuvo 61t ha™y presenté un
comportamiento similar al promedio de todos los genotipos, al igual que las retrocruzas
de ambas cruzas simples (M43 x M44 y M60 x M61) hacia sus lineas hembra (M43 y

M61). Es de destacar el rendimiento de la linea hembra M60 (6.4 t ha™), que supero al
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promedio de todos los genotipos (5.8 t ha'). La linea M44 y el Sintético de Bajio, tuvieron
baja adaptabilidad al obtener los menores rendimientos en todos los ambientes, aunque
M61 también presentd poca adaptacion, porque su rendimiento fue de 4.3 t ha”, similar a
M43, linea hembra de la primera cruza simple clasificada como tolerante o adaptada a las

condiciones ambientales de la region.

Figura 3. Analisis de la interaccién genotipo x ambiente para rendimiento de maiz de 16 genotipos evaluados en
cuatro ambientes del Valle de Toluca, Estado de México, 2023.
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4. CONCLUSIONES

Las siembras en punta de riego y temporal, favorecieron la expresion de la
interaccion de los genotipos y la de humedad residual fue la que menos favorecié la
interaccion genotipo x ambiente. Entre los genotipos el hibrido H-52 fue el de mayor
rendimiento y adaptabilidad en las siembras de punta de riego, temporal y humedad
residual. Los genotipos de mayor rendimiento fueron las cruzas simples, el hibrido triple
H-52, asi como el criollo local, seguidos por la variedad sintética VS-46 y en seguida
las lineas hembras de las cruzas simpes. Las variables de mayor importancia entre los
genotipos y ambientes, asociadas al rendimiento fueron el porcentaje de grano en la
mazorca, la longitud de mazorca, el niumero de granos por hilera, el numero de mazorcas

sanas y numero de plantas totales a la cosecha.
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ABSTRACT: Olive (Olea europaea L.) is an
important perennial crop in many agricultural
regions of the Mediterranean countries but it
is planted, often in salty soils. In this context,
the objective of this work is to determine the
effect of salinity on the morpho-physiological
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behavior of young olive plants in cuttings and grafted plants, including two local varieties
(Chemlal and Sigoise) and two introduced varieties (Manzanilla and Arbiquina). The
experiment was conducted in a laboratory and greenhouse with a well-controlled
condition. The experiment was arranged in a completely randomized design of two
factors (salinity and varieties) with four replications and two treatments. Not treated plants
(without NaCl application) were utilized as control. The plant material (young 2-year-old
olive seedlings) was selected and brought from a crop nursery. The experimentation
started by the irrigation of the control plant with a nutrient solution. About the salinity
treatment, the tree seedlings received a nutrient solution fortified by the addition of
100mM of NaCl. Four repetitions are being done according to the field capacity. The
study covered the variation of the relative water content in leaves as well as the leaf
surface, stomata density, stomatal size and the wax rate on the upper foliar epidermis.
According to the achieved results, the RWC leaf area and stomatal density of the treated
plants decreased compared to the control. On the other hand, the wax level increases in
the case of salt stress compared to the control, both for the grafted plants and for the
plants not grafted.

KEYWORDS: salt stress; olive-tree; RWC; stomatal density; wax rate; varieties.

COMPORTAMENTO FOLIAR DE OLIVEIRAS (*Olea europaea* L) ENXERTADAS E
PROVENIENTES DE ESTACAS SOB STRESS SALINO

RESUMO: An oliveira (*Olea europaea* L.) € uma cultura perene importante em muitas
regides agricolas dos paises mediterranicos, sendo frequentemente cultivada em solos
salinos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é determinar o efeito da salinidade
no comportamento morfofisioldgico de plantas jovens de oliveira — tanto provenientes
de estaca como enxertadas —, incluindo duas variedades locais (Chemlal e Sigoise) e
duas variedades introduzidas (Manzanilla e Arbequina). A experiéncia foi conduzida
em laboratério e em casa de vegetagao, sob condigdes controladas. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com dois fatores (salinidade e variedades),
quatro repeticdes e dois tratamentos. As planta nao tratadas (sem aplicacdo de NaCl)
foram utilizadas como controlo. O material vegetal (mudas jovens de oliveira com dois anos
de idade) foi selecionado e obtido num viveiro. A experiéncia iniciou-se com a irrigacdo
das plantas controlo utilizando uma solugdo nutritiva. Para o tratamento de salinidade,
as plantulas receberam uma solugéo nutritiva enriquecida com a adicao de 100 mM de
NaCl. Foram realizadas quatro repeti¢coes, tendo a rega sido baseada na capacidade de
campo. O estudo avaliou a variagéo do teor relativo de agua (TRA) nas folhas, bem como
a area foliar, a densidade estomatica, o tamanho dos estomas e a quantidade de cera na
epiderme foliar superior. Os resultados mostraram que o TRA, a area foliar e a densidade
estomatica das plantas tratadas diminuiram em comparacédo com o controlo. Por outro
lado, o teor de cera aumentou sob stress salino em relagé&o ao controlo, tanto nas plantas
enxertadas como nas nao enxertadas.

PALAVRAS-CHAVE: stress salino; oliveira; TRA; densidade estomatica; teor de cera;
variedades.
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1. INTRODUCTION

The olive tree constitutes an economic and food source for the autochthonous
inhabitants. The development of olive growing in Algeria was the subject of an extensive
program to plant one million hectares of land in olive groves. Thus, new decisions are taken
to improve the management of olive growing by extending it to land where intensification
of production is possible. Olive (Olea europaea L.) is an important perennial crop in many
agricultural regions of the Mediterranean countries. By adaptation to arid conditions, it
has a positive impact on the environment and the economy of the region (Besnard et al.,
2002). It contributes to reducing the soil erosion and the loss of the fertile soil (Alvarez et
al,, 2007). Otherwise, the recorded salinization of the arid and semi-arid ecosystems is the
result of a high evaporation of water from the ground and insufficient and irregular rainfall
(Mezni et al., 2002; Munns et al., 2006). This salinization stems also from an inadequately
controlled irrigation (Bennaceur et al., 2001; Devkota et al., 2022). Salinity and drought
additionally have been shown to affect plant growth, protein accumulation (Zhu, 200f1;
Balasubramaniam et al., 2023). Therefore, osmotic potential provides a better measure of
the effect of salt on plant growth (Ben-Gal et al., 2009) and microbial activity (Chowdhury
et al., 2011; Setia and Marschner, 2012) than the EC of a soil extract. The accumulation of
saltsintheroot zone has adverse effects on plant growth (Belkhodja et Bidai, 2004). Itis due
to the low osmotic potential of the soil solution resulting in decreased availability of water
to plants, but also due to the ion imbalance and ion toxicity (Pages et al., 2000; Lindsay
et al., 2004; Bartels et Sunkar, 2005). Therefore, it must to understand the mechanisms
developed by plants to adapt to changing environmental conditions to maintain their
growth and productivity (Szabolcs, 1994; Trinchant et al., 2004). Indeed, according to the
salinity in the media, glycophytes are exposed to changes in their morpho-physiological
(Bennaceur et al., 2001) and biochemical behavior (Grennan, 20086). So, the plants must
modify their growth and development to suit the prevailing environmental conditions.

Indeed, given the salt constraint, activity and morphology of the leaves play a role
in plant resistance to stress. According to Garg et al. (2002), Moinuddin et al. (2005)
and Hassani et al. (2008), the plant expressed itself by maintaining turgor by reducing
transpiration. Therefore, this experiment was conducted to examine the influence of NaCl
or the effect of salinity on morpho-physiology of the leaf for four varieties of olive trees
derived from cuttings or grafted Including two local varieties (Chemlal and Sigoise) and
two introduced varieties (Manzanilla and Arbiquina) (Gharabi et al., 2022). The analysis
focused on changes in the relative water content of leaves, area, density of stomata, rate
of wax and the internal structure. The induction of salt stress is achieved by adding a NaCl

to the nutrient solution
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2. MATERIALS AND METHODS
21. THE EXPERIMENTAL DEVICE

The plantlets used in the experiment were 18-month-old obtained by cutting
rooted under nebulization (crop nursery). The olive plants were placed into a vinyl
polychloride (VPC) cylinders (sixty centimeters long and twenty centimeters diameter)
filled with a mixture of soil made by sand, soil and an organic matter at proportions of
four volumes from sand / one volume from soil / one volume from manure or an organic
matter. The experiment was conducted in a greenhouse in the Ibn Khaldoun University
of Tiaret (Algeria) with a daytime temperature of 18°C and nocturnal of 10°C, the relative
humidity of the air was 70% and the photoperiod of 10-12 h.

The three factors experiment was laid out in Randomized Complete Block Design
(RCBD) with four replications (four blocks) were set up to study the different parameters
that demonstrate the physiological effects of salt water on the olive plants tested. The
experiment is carried out on four varieties, two of which are to produce table olives
(Sigoise and Manzanilla) and two for olive oil production (Chemlal and Arbiquina). The
cuttings of the local varieties (Sigoise and Chemlal) come from Algiers and the introduced
plants (Manzanilla and Arbiquina) come from Spain.

The induction of the salt stress of the four varieties was achieved by adding NaCl
to the nutrient solution. Each plantlet received a standardized and a balanced nutrient
solution as Hoagland and Arnon (1938). Treated plants were watered with the nutrient
solution and twice a week with 300ml of 100 mM NaCl solution. Control plants received
only the nutrient solution. Analyzes and measurements were done after twelve (12) weeks

of saline stress.

2.2. THE RELATIVE WATER CONTENT (RWC)

It was determined by method of Barrs and Weatherley, (1962) according by the
formula of Clarck and McCaig (1982) and used by Rascio et al. (1988).

After excising the leaf, the initial fresh weight (ifw) was determinated. Then, the
leaf introduced into a test tube containing of distilled water. The unit is placed at the
darkness at 4 °C for 12 hours. The leaves were weighed again (weight in full turgidity,
wft). The dry weight (dw) is obtained by drying in the oven during 48 hours at 80 °C. The

relative content water of the leaves is estimated by the equation:

RWC (%) = [ ifw - dw / wft -dw] x100 %
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2.3. THE LEAF AREA

The leaf area is directly measured by electronic planimeter LICOR-3000A
(Cheverry, 1995) with a resolution of 1 mm2.

The Wax Rate. The excised sheet at its base is introduced into a washed and
weighed test tube (P1) to which chloroform is added to extract the wax. The test tube with
the wax and the chloroform is dried in an oven for 24 h at 45 °C and then weighed (P2).

The wax ratio is determined according to the formula:

Wax Rate in mg.cm'2 =P2-P1/SF

2.4. DENSITY AND SIZE OF THE STOMATA

The stomata density, according to the method of Dohman et al. (1991) adopted
by Denden and Lemeur (1999). The stomata density is evaluated on the lower and the
upper surface in the central portion of the penultimate leaf that was dusted off and,
after removing the epidermal hairs by applying an adhesive tape, thin layer of a clear nalil
varnish was applied. After two minutes, the varnish layer is removed with the stomata
print by using another diaphanous adhesive tape, then spreading it on the microscope
slide which has been beforehand washed and dried, and we observed it using an optical
microscope to determine the number and the size of the stomata (length and width). The
measurements are carried out using a ZEISS type microscope (with microscope and
OPTIKA photo tube).

The structure of the leaf. Operated on limiting the water loss were assessed
by performing an anatomic cut of the leaves and the histological study was carried
out by the method of (Martoja et Martoja, 1968). Fragments with a length of two
centimeters taken from young leaves were placed in a fixative based on alcohol, and
formalin, and acetic acid for twenty-four hours. Then the samples were washed and
dehydrated with increasing doses of the ethanol (70° and 100°). We went ahead with
an impregnation of the samples: toluene then paraffin-toluene (V/V) during four hours
at 60°C before including them in a pure and warm paraffin. The use of the microtome
(type LEICA RM 2145) allowed to obtain lices of 12 pm thicknesses. They placed on
to a slide in gelatin water then colored, fixed and using a microscope with an ocular

micrometer ZEISS type.
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2.5. STATISTICAL ANALYSIS

The obtained data were processed with Statistica 12.0, by analyzing the variance
and the correlation matrix. The analysis of variance and the means were compared to the
Tukey test at 5% probability level.

3. RESULTS

3.1. THE RELATIVE WATER CONTENT

Table 1. Analysis of the variance of the Relative Water Content (RWC) and the leaf area of stressed and unstressed
olive trees.

. Variety effect Plant effect | Stress effect * n * R
Variable (F1) (F2) (F3) F1*F2 F2*F3 | F1*F3 | F1*F2*F3
RWC 0.026 0.221 0.630 0.573 0.855 | 0.763 0.098
Leaf area 0.007 0.074 0.462 0132 0726 | 0.942 0.588

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX

Our statistical results are significant for the varietal effect on the relative water
content and nonsignificant for the effect of the plant type (the bit error rate threshold of
5%). Indeed, it shows that after six weeks of treatment with 100 mM.I-1 of NaCl, most of the
genotypes studied did not show a significant decrease in the relative water content. The
reduction of the RWC of all the tested plants fluctuates between 1% and 2% compared to
the control (Fig. 1a).

Thus, the varieties of olive trees studied (local and introduced) have retained a
high RWC in the presence of salt stress, indicating that the olive tree is of the “stay green”
type (Liu et al., 2024). The olive tree retains green leaves and photosynthetically active
allowing having reasonable yields even in the presence of abiotic stresses. However, a high
content can be found in local varieties of olive trees compared to introduced varieties. For
the local plants treated with 100 mM NaCl and in absence of salinity, the sheet exhibited a
RWC of 70% and 60% respectively for Chemlal and Sigoise, and 50% on average for the

introduced varieties.

3.2. THE LEAF AREA

The same effect (Table 1) is observed when analyzing the variance of the leaf area.
statistical calculations appear to be significant for the varietal effect on the leaf area and

not significant for the effect of the plant type under the saline treatment effect and the
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various interactions at the 5% error threshold. Saline stress affects the leaf area slightly
(p = 7.4%). Indeed, the foliar area recorded in the control plants is 49.34 cm2 and then
it drops to 2719 cm2 for the leaves of the plants treated with 100 mM.I-1 NaCl, (Fig. 1b).
Except for the effect of the plant type, the impact of salinity is very highly significant on
the stomatal density (p=0%), as well as the varietal effect and the various interactions,
particularly at leaf level of the plants in 100 mM.I‘1NaCI, (Table 2).

Figure 1. Relative water content (RWC) (a) and the leaf area (cm2) (b) as measured from the penultimate leaf of the
studied plantlets (SC: Stressed Cut, CC: Cutting Control, SG: Stressed Graft, GC: Grafted Control).
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3.3. THE WAX RATE

Table 2. Analysis of the variance of the wax rate of the stressed and unstressed olives genotypes.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX

Variable Variety effect | Plant effect | Stress effect | F1*F2 F2*F3 F1*F3 | F1*F2*F3
(F1) (F2) (F3)

The wax

rate 0 .012** 0.000*** 0.000*** 0.000 0.000 0.001 | 0.004**

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; insignificant: p>0.05

The analysis of wax variance shows a very highly significant influence for all
factors tested at p<0.05, the varietal effect on stomatal density, “plant type” effect, Saline
treatment effect and plant genotype-type interactions, genotype-stress, genotype-
treatment and genotype-type plant-treatment (Table 2). The histograms displayed in Fig.
3a show that all the genotypes studied (local and introduced) developed a cuticle by the
deposition of wax.
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Figure 2. The foliar cuticle in olive tree “Sigoise” BS: Stressed Cut (a) and Stressed Graft (b) (photo by Gharabi,
Hassani, 2015).

(a)

In addition, Hopkins, (2003), have established the relationship between
transpiration and stomatal resistance in Arabidopsis thaliana, by increasing this
resistance during salt stress to minimize water loss and sweating, (Cocozza et al., 2020),
becomes more important in case of thin cuticle leaves. According to our results, the
stressed genotypes have cuticles thicker than those under normal conditions; this can
explain the resistance of our plants by keeping their leaves throughout the duration of

the stress applied (Fig. 2).

3.4. THE STOMATA DENSITY

Table 3. Analysis of the variance of the stomatal density (cm2), the length and width of the stomata (um) of stressed
and unstressed olive trees.

Variable Variety Plant Stress F1*F2 F2*F3 F1*F3 F1*F2*F3
effect effect effect
(F1) (F2) (F3)
Stomatal Density 0.000 0.378 0.000 0.000 0.003 0.041 0.036
length of stomata 0.000 0.481 0.001 0.000 0.000 0.020 0.037
width of stomata 0.000 0.239 0.000 0.007 0.024 0.000 0.000

According to the obtained analysis (Table 2) the reaction of the plants followed
the same tendency about the expression of this parameter. The Figure 3b shows a
significant variation in the number of stomata. In fact, Sigoise cuttings have 40 stomata
(control) versus 26 (stressed) stomata. The Chemlal presents 45 against 24, the
Arbiquina 44 against 24, and the Manzanilla — 30 against 23 stomates/cm2. For the
genotypes grafted on oleaster the fall is more important. According to Fig. 5, the values
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were 49 (control) versus 14 for the Sigoise, 45 against 24 for Chemlal, 62 against 21 for

Arbiquina, and 48 against 21 stomata for the variety Manzanilla.

Figure 3. The wax rate of the upper surface of the leaves(a) and stomatal density (/mm?) of lower surface (b). (SC:
Stressed Cut, CC: Cutting Control, SG: Stressed Graft, GC: Grafted Control).
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Otherwise, the impact of salinity on the length of stomata, particularly on the
leaves of plants treated with 100 mM.I"T NaCl except for the plant type, is highly significant
(p = 0%). It is the same for the varietal effect and the different interactions. The width of
the stomata had the same fate (Table 3). Indeed, the values of these parameters, shows
that the length and width of stomata in the leaves of plants treated with 100 mM-1-1 NaCl
react differently.

The results presented in this study reveal a clear and consistent effect of salinity
on wax deposition on the upper leaf epidermis, but with a strikingly different response
depending on the mode of propagation (cutting vs. grafting) and the variety considered.
This duality in response is not only biologically intriguing but also provides valuable
insights into the adaptive strategies deployed by the olive tree, a species renowned for its
hardiness and resilience in Mediterranean environments.

In non-grafted plants (cuttings), salinity induced a systematic increase in wax
deposition across all varieties, although the magnitude of this increase varied considerably.
The local varieties, Sigoise (+95 units) and Chemlal (+80 units), exhibited the most
pronounced increases, suggesting a stronger capacity for cuticular reinforcement in
response to osmotic stress. By contrast, the introduced varieties, Arbequina (+10 units)
and Manzanilla (+5 units), showed only marginal increases, indicating a more limited
capacity for this particular adaptive response.

This marked accumulation of epicuticular wax in local varieties under salt stress

is consistent with a well-documented adaptive mechanism in woody perennials: the
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reinforcement of the cuticular barrier to limit non-stomatal water loss (Hopkins, 2003;
Hassani et al., 2014). In arid and semi-arid environments, where water availability is scarce
and evaporative demand is high, the deposition of wax on the leaf surface constitutes
a physical shield that reduces cuticular transpiration and helps maintain leaf hydration.
This is particularly relevant in our study, as the same stressed cuttings also maintained
relatively high relative water content (RWC), suggesting that the increase in wax is part of
a coordinated water-saving syndrome.

The fact that local varieties (Sigoise and Chemlal) showed the strongest wax
increase is noteworthy. These varieties have been cultivated for generations in Algerian
conditions and have likely undergone natural and human selection for traits conferring
resilience to local environmental constraints. Their ability to rapidly deposit wax under
salt stress may reflect a genetic predisposition for cuticular reinforcement, making them
particularly well-suited for cultivation in marginal or saline soils.

In stark contrast, grafted plants exhibited a systematic and substantial decrease in
wax deposition under salinity stress, across all varieties. The reductions were considerable:
Sigoise: (-75), Chemlal: (-70), Arbequina: (-45), Manzanilla:(-35).

At first glance, this result may seem counterintuitive. If salt stress induces water
deficit, why would the plant not reinforce its cuticle, as observed in cuttings? The answer,
we argue, lies in the biological function of grafting and the physiological signals transmitted
from the rootstock to the scion.

In grafted plants, the rootstock (oleaster, in this case) is the first organ to perceive
the osmotic stress caused by salinity. Upon perception, the root system can generate long-
distance signals —including abscisic acid (ABA), hydraulic signals, and ionic signals — that
travel through the xylem to the shoot (Hassani et al., 2014; Liu et al., 2024). These signals
can redirect the plant’s metabolic priorities. Instead of investing energy in the biosynthesis
of wax (a costly process involving fatty acid elongation and transport), the plant may shift

towards more rapid and reversible mechanisms, such as:

Stomatal closure, which provides an immediate reduction in transpiration.

Osmotic adjustment through the accumulation of compatible solutes (e.g., proline,
sugars), which helps maintain cellular turgor without requiring morphological changes.

In this context, the reduction in wax deposition in grafted plants may be interpreted
not as a failure to adapt, but rather as a strategic reallocation of resources towards more
dynamic, physiologically based mechanisms. This interpretation aligns with recent findings
in other woody species, where grafting has been shown to modulate stress responses by
altering hormone balance and gene expression profiles (Shahid et al., 2021; Cocozza et
al., 2020).
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A consistent pattern emerges when comparing the two groups of varieties.
The local cultivars (Sigoise and Chemlal) exhibit greater amplitude of variation in wax
deposition, regardless of the propagation method. Whether increasing wax in cuttings or
decreasing it in grafted plants, the local varieties show stronger responses to salinity than
the introduced ones. This suggests a higher phenotypic plasticity, which is a valuable trait
in variable and unpredictable environments. It allows the plant to fine-tune its morphology
and physiology to match the prevailing stress intensity.

In contrast, the introduced varieties (Arbequina and Manzanilla) show more
moderate variations. This relative stability may indicate a different adaptive strategy, possibly
based on constitutive tolerance mechanisms that require less morphological adjustment.
However, it may also reflect a narrower genetic background or a lower capacity for rapid
acclimation to the specific saline conditions of the Algerian semi-arid environment.

It is worth noting that Manzanilla showed the smallest variation in wax deposition
in both cuttings (+5) and grafted plants (-35), suggesting a particularly stable cuticular
phenotype. Whether this stability represents an advantage or a limitation depends on the
severity and duration of the stress. In mild or episodic stress, such stability may suffice;in
chronic stress, greater plasticity may be more advantageous.

One might ask: is it normal that grafted plants reduce wax deposition under salt
stress, given the olive tree’s reputation for hardiness? The answer is yes, and this is
precisely what makes the olive tree such a resilient species.

Rusticity in olive does not mean invulnerability or a single universal response.
Rather, it signifies a broad repertoire of adaptive mechanisms that can be deployed
depending on the plant’s physiological state, developmental stage, and environmental
context. The olive tree does not rely on a single trait to tolerate salinity; it possesses a

multi-layered defense system that includes:

Morphological adjustments (leaf area reduction, cuticle thickening, stomatal

regulation).

Physiological adjustments (osmotic adjustment, ion compartmentalization).

Biochemical adjustments (antioxidant enzyme activity, compatible solute

accumulation).

The fact that grafted plants reduce wax deposition does not indicate vulnerability;
it indicates that they have switched strategies. They rely more heavily on stomatal control
and osmotic adjustment, while reducing investment in the cuticular barrier. This flexibility
is a hallmark of a truly resilient species —one that can adjust its resource allocation to

achieve the most cost-effective stress mitigation under given conditions (Liu et al., 2024).
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Moreover, the choice of oleaster as rootstock may itself play a role in this shift. Wild
olive relatives are often more tolerant to abiotic stresses and may transmit to the scion a
set of stress-related signals that favour physiological over morphological responses. This
opens interesting perspectives for breeding programs aiming to improve salinity tolerance
through rootstock selection.

Taken together, our results demonstrate that the response of olive leaves to
salinity is not uniform but depends critically on the mode of propagation and the genetic
background of the variety. Cuttings respond by reinforcing their physical barrier (wax
deposition), while grafted plants adopt a more physiological strategy, reducing wax
investmentin favour of other stress-mitigation mechanisms. This dual strategy is consistent
with the known rusticity of the olive tree and highlights the adaptive plasticity that makes
this species so successful in the challenging environments of the Mediterranean basin.

Future research should investigate the hormonal and molecular signals underlying
these divergent responses, particularly the role of ABA and other stress-related
phytohormones in mediating the rootstock-scion communication. Additionally, the long-
term performance of these different strategies under field conditions, where salinity may
be combined with other stresses (drought, heat), deserves further attention to guide

breeding and agronomic decisions in the context of climate change.

Table 4. Correlation effect between salinity and the leaf physio-morphological parameters.

Variable Variété plant Salinity RWC Leaf area Number Wax rate
stomata
Variety 1.000
Type de plant 0.000 1.000
Salinity 0.000 0.000 1.000
RWC -0.249* 0147  0.058 1.000
Leaf area -0.421* 0211  0.086 0.268* 1.000
Number stomata  -0.022 0.043  0.825*** -0.088 -0.011 1.000
Wax rate -0178 0.269* 0.383* 0.033 0.169 -0.221 1.000

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; insignificant: p>0.05.

4. DISCUSSION

Our study focuses on the irrigation of native and introduced (Spanish) olive trees
with salt water at the rate of 6g / | of soluble salts, i.e. approximately 100 mM.I-1 of
NaCl for 6 weeks. It enabled us to determine certain characteristics of the morpho-

physiological behavior of this species under the salt stress. The water state of the plant,
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expressed by the relative water content, was sensitive to the applied treatments (r = -
0.2). Indeed, salt stress causes a decrease in the values of the relative water content.
This parameter, is one of the criteria for evaluating abiotic stress tolerance because it
indicates the state of turgescence of the plant tissues and its ability to maintain a level
of hydration of the tissues. The last could guarantee the continuity of its metabolism and
the water state of a plant can be expressed by its RWC (Morant-Manceau et al, 2004;
Mehani et al., 2012, Liu et al., 2024).

The results obtained during our study demonstrate that the RWC of all the
stressed varieties changed with the salinity. However, the reduction was quite small
compared to the control (between 1 and 2%). Local varieties retained a higher RWC
than the introduced ones. We also noted that saline treatment did not cause a significant
reduction in water content. The analysis of the relative water content is a good indicator
of the water status of the plant.

On the other hand, salinity is a complex phenomenon that often leads to osmotic
stress due to reduced amounts of water available at the root level, due to the reduced
ability of plants to absorb water. The immediate response to salt stress is expressed by a
reduction in leaf area as was noted by (Wang and Nil, 2000) and that decreased vegetative
growth, expressed as leaf area reduction. Leaf area is generally the first response of
glycophytic exposed to saline stress (Munns et al., 2006).

We observed that the decrease in the leaf area of all the genotypes studied
shown only a slight drop which was between 1 and 2% compared to the control. This was
confirmed by the results of the analysis of the correlation matrix between variety and leaf
area (p = -0.421, see Table 4). For cuttings and grafted plants, it was found that grafted
and stressed local ecotypes showed an increase in leaf area compared to the control, and
cuttings and stress decreased leaf area compared to control (less 1.1 cm2 at the control).
Thus, decreasing of leaf area was considered as a form of adaptation to salt stress, by
reducing water losses through perspiration, but it may also cause a decrease in yields due
to the reduction of photosynthesis (Acevedo, 1991; Hassani et al., 2008).

The stomatal density of leaves of all stressed genotypes decreased compared to
that of no salt (Fig. 4). Moreover, this decrease was greater in the ecotypes obtained from
herbaceous cutting (it was 65% for Sigoise, 52.78% for Chemlal, 54.29% for Arbiquina,
and 75% for Manzanilla) than those grafted (69% for Sigoise, 34.01% for Chemlal, 45.31%
for Arbiquina, and 43.2% for Manzanilla). According to Guyot (1998), stomatal transpiration
accounts for 90% of total sweating for 24 hours.

The opening and closing of the stomata are controlled by the turgidity of their

guard cells, which depend on soil and air moisture, sheet temperature, incident radiation,
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wind and concentration CO2 in the air as well as in the chamber under stomatal conditions
(Hassani et al., 2014). However, whenever the plant reduces its transpiration by closing the
stomata, it causes the reduction of the production of dry matter following the reduction of
the chlorophyll assimilation (Zhang and Shi, 2013).

Moreover, obtained results show a strong positive relationship between salt stress
and stomatal density in the lower leaf epidermis. Indeed, the high correlation obtained
between salinity and stomatal density (r = 0.825, p<0.001) shows that the presence of
NaCl leads to an increase in the number of stomata, which is not logical when we know
that they are small stomata to reduce water losses and increase the RWC.

According to Erchidi et al. (2000), plants that live in dry environments have many
stomata with small sizes and that the presence of small and large stomata allows a much
more effective regulation of sweating than that of large and small stomata and the increase
in the number of stomata per unit area could be one of the factors of resistance to water
deficit if accompanied by a good physiological activity (Slama et al., 2005).

The increase in stomatal density can increase the net assimilation of CO2 and
decrease the loss of water. In fact, many small stomates are fast closing (Heller et al., 2004).

In addition, Hopkins (2003) established the relationship between transpiration
and stomatal resistance in Arabidopsis thaliana by increasing this resistance during salt
stress, to minimize water loss and sweating, becomes more important in the case of thin
cuticle leaves.

According to our results, the stressed genotypes have cuticles thicker than those
under normal conditions that can explain the resistance of our plants by keeping their

leaves throughout the duration of the stress applied.

5. CONCLUSION

The morpho-physiological parameters of the leaf, retained in this study, would be
closely involved in the regulation of the water state of the leaf tissues. Salt resistance is
a polygenic character that can be controlled at different levels of organization, from the
cell to the entire plant. However, the diversity of salt effects on plants offers a wide range
of physiological and biochemical criteria that can be the basis for rapid testing for large-
scale selection. Application of salt water resulted in a reduction in RWC (relative water
content), but relatively higher compared to other plants subjected to the same salt stress.
This characteristic can be attributed to the osmotic fit of the stressed plant. This control
of the hydration reveals a good ability to adjust the osmotic potential in the olive tree in

general and especially in the varieties studied. For this purpose, it can be deduced that the
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varieties of olive trees studied have retained a high RWC in the presence of saline stress,
indicating that this plant is of the “stay green” type, which keeps synthetically active green
and photo leaves, have reasonable yields even in the presence of abiotic stress.

Under arid climates and in conditions of ionic stress accompanied by osmotic
stress, the plant must maintain a dynamic balance between the opening and closing of
the stomata. This activity allows it to increase the fixation of the carbon and a better
transpiration thus avoiding the overheating of the plant. In Mediterranean regions,
physiological drought (due to excess salinity), is often chronic, resulting in a decrease
in photosynthesis. Our results showed that all the varieties studied under the effect
of salinity, developed a thick cuticle compared to those under normal conditions, that
decreasing leaf transpiration. This develops the resistance of the olive tree in general and
especially the studied genotypes that keep their leaves during the applied stress. The
results obtained in this study show that the olive tree is a salinity-resistant plant that is a
characteristic of arid and semi-arid areas. Olive trees, then, is a promising alternative to

improve the productivity of marginalized lands.
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RESUMEN: El| presente estudio evalud la
viabilidad agronomica de Zinnia elegans
cultivada bajo el sistema hidropdnico de
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METODO KRATKY

Kratky, buscando optimizar sus parametros
fisiologicos mediante la interaccion de
diferentes concentraciones nutrimentales
y fitorreguladores. ElI experimento se
establecio bajo condiciones de cielo abierto
implementando un diseno de bloques
completos al azar con un arreglo factorial 3x2.
Se evaluaron tres concentraciones de solucion
nutritiva Steiner (insaturada a 500 mg I,
estandar a 1000 mg I y sobresaturada a 1500
mg I") y dos dosis de acido giberélico (0 y 20
mg I), generando un total de seis tratamientos.
Los resultados fisioldgicos evaluados a los
90 dias demostraron que la concentracion
de la solucion nutritiva es un factor critico.
Los tratamientos con solucion insaturada
provocaron deficiencias nutricionales severas,
particularmente de nitrogeno, derivando en
clorosis y senescencia prematura de las
plantulas, las cuales no alcanzaron la madurez
comercial. En contraste, las plantas sometidas
a soluciones sobresaturadas mostraron un
desarrollo deficiente atribuido a fitotoxicidad;
el exceso salino inhibié la expansion radicular,
redujo la altura y el area foliar, y prolongo la
fase vegetativa, retrasando la formacion de
botones florales. El andlisis de varianza y las
pruebas de comparacion de medias indicaron
que el tratamiento de solucion Steiner estandar
complementado con 20 mg ' de acido
giberélico arrojé los valores mas altos en todas
las variables productivas. Esta combinacion
maximizé la biomasa seca, el desarrollo
vegetativo y acelerd significativamente la
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induccion reproductiva. Se concluye que la produccion de zinnias mediante el método
Kratky es comercialmente viable y altamente eficiente, siendo indispensable mantener
una nutricion estandar equilibrada y apoyarse en giberelinas para asegurar un 6ptimo
rendimiento floral.

PALABRAS CLAVE: nutricion vegetal; solucion steiner; acido giberélico.

PHYSIOLOGICAL COMPONENTS OF ZINNIA (Zinnia elegans L.) IN HYDROPONICS
USING THE KRATKY METHOD

ABSTRACT: This study evaluated the agronomic viability of Zinnia elegans grown using
the Kratky hydroponic system, aiming to optimize physiological parameters through the
interaction of varying nutrient concentrations and plant growth regulators. The experiment
was conducted outdoors using a randomized complete block design with a 3x2 factorial
arrangement. Three concentrations of Steiner nutrient solution (unsaturated at 500
mg I, standard at 1000 mg I, and supersaturated at 1500 mg |™') and two doses of
gibberellic acid (0 and 20 mg I"') were evaluated, resulting in six treatments. Physiological
results assessed at 90 days demonstrated that nutrient solution concentration is a critical
factor. Treatments with the unsaturated solution caused severe nutritional deficiencies,
mainly of nitrogen, leading to chlorosis and premature senescence of the seedlings,
which failed to reach commercial maturity. In contrast, plants exposed to supersaturated
solutions exhibited poor development attributed to phytotoxicity; excess salinity inhibited
root expansion, reduced plant height and leaf area, and prolonged the vegetative phase,
thereby delaying flower bud formation. Analysis of variance and mean comparison tests
indicated that the standard Steiner solution supplemented with 20 mg I~ of gibberellic acid
yielded the highest values across all production variables. This combination maximized
dry biomass and vegetative development while significantly accelerating reproductive
induction. It is concluded that zinnia production using the Kratky method is commercially
viable and highly efficient, provided that balanced standard nutrition is maintained and
gibberellins are utilized to ensure optimal floral yield.

KEYWORDS: plant nutrition; steiner solution; gibberellic acid.

1. INTRODUCCION

El concepto de “produccion de horticultura ornamental” ha cambiado a lo largo
de los afnos; en primera instancia, su propoésito era el de obtener plantas consideradas
estéticamente bellas (SAGARPA, 2001), sin importar las trazas de agroquimicos o la
contaminacion residual al medio ambiente. Actualmente, las caracteristicas organicas y
agroecologicas son algunas de las mas solicitadas por los consumidores en el mercado
nacional e internacional (SADER, 2024).

En afos recientes, se ha buscado innovar en las llamadas tecnologias verdes,
consideradas menos invasivas al medio ambiente y que ofrecen, a su vez, productos de
calidad que dejan una menor huella hidrica o de carbono; dentro de estas tecnologias

se encuentran los sistemas hidroponicos, definidos como sistemas de cultivo sin suelo,
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que a su vez pueden ser cerrados o circulantes, que ayudan en la reduccion de agua
y nutrientes utilizados (Salazar-Moreno et al., 2014). Algunas de las caracteristicas de
estos sistemas son: disminucion del uso de soluciones nutritivas, eficiencia de espacios y
menor tiempo en los procesos de produccion.

Una de las técnicas hidroponicas mas utilizadas es la denominada Kratky; de
acuerdo con Urriola y colaboradores (2025), se trata de un sistema que utiliza un
recipiente estatico que se adiciona con agua y nutrientes sobre el cual se sustenta
la planta debido a que sus raices siempre estan en contacto con la solucién acuosa,
sin la necesidad del uso de bombas de agua, bombas de aire ni electricidad. La
solucion nutritiva mas utilizada en sistemas hidropodnicos es la solucion Steiner, por
su contenido de nutrientes, por presentar equilibrio idnico y por su rapida asimilacion
(Buelna-Tarin et al., 2024).

Como causa de la actual crisis climatica a la que se enfrenta el mundo, asi
como la reduccion de zonas agricolas derivado del incremento de la mancha urbana,
se ha buscado la forma de mejorar las producciones de cultivos horticolas, forrajeros
y ornamentales. Al respecto de este punto, Ramirez-Hernandez y Avitia Rodriguez
(2017), sefnalan que el sector floricultor se encuentra en un punto de inflexion, a partir
de la apertura de mercados potenciales y la generacion de nuevos segmentos en
mercados ya conocidos.

La floricultura esta impulsada por las novedades, o que exige la entrada constante
de nuevos productos en el mercado; por ejemplo, Zinnia elegans resulta llamativa para
su produccion, tanto por sus colores llamativos, como por su largo ciclo de floracion.
También destaca su sensibilidad a las bajas temperaturas, su resistencia a la sequiay a la
salinidad, y su facil propagacion (Sedaghathoor y Zakibakhsh-Mohammadi, 2019).

Por lo anterior, en la presente investigacion, se establecio un experimento para la
produccién de plantas de zinnia bajo el sistema hidropdnico de Kratky, utilizando como

solucion nutritiva base una solucion Steiner.

2. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo durante el afio 2023 en el municipio de Metepec,
Estado de México, bajo condiciones de cielo abierto; Metepec se ubica a 2600 m.s.n.m.,
tiene un clima templado subhimedo de montana con lluvias en verano. La temperatura
promedio anual ronda los 13 °C a 15 °C, variando habitualmente entre 7 °C y 27 °C a lo

largo del afio y con precipitaciones anuales de entre 800 y 1100 mm.
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Tablal. Formulaciones de los tratamientos experimentales.

Tratamiento Solucién Steiner acido Giberelico
(mg) (mg)

1 Insaturado 500 20

2 Insaturado 500 0

3 Estandar 1000 20

4 Estandar 1000 0

5 Sobresaturado 1500 20

6 Sobresaturado 1500 0

Se establecid un experimento de bloques completos al azar con arreglo
factorial de 3x2, con 2 niveles de uso de acido giberélico (0 y 20 mg I) y 3 niveles de
concentracion de solucion Steiner (insaturada, normal y sobresaturada con 500, 1000
y 1500 mg I respectivamente), tendiendo 6 tratamientos y 3 repeticiones para cada
tratamiento (Tabla 1)., utilizando el sistema hidroponico kratky como base de produccion.
El experimento constd de 18 camas de siembra las cuales fueron elaboradas con cajas
de plastico opaco capacidad de 72 litros; a cada una de las camas se realizaron orificios
de 3 pulgadas de diametro para permitir el soporte de las canastillas hidroponicas. Cada
orificio tuvo una separacion de 1.5 pulgadas (Figura 1).

Las semillas de zinnia fueron germinadas utilizando espuma agricola
hidroponica (peatfoam), y fueron trasplantadas a los sistemas hidroponicos una vez
que las plantulas presentaban un par de hojas verdaderas completamente expuestas.
El trasplante se hizo colocando una plantula en cada canastilla hidroponica. Se
realizaron muestreos una vez que la planta alcanzoé su madurez comercial (con las
flores completamente expuestas), aproximadamente 90 dias después de la siembra.
Se analizaron los datos mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) y una prueba de

Tukey de comparacion de medias con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05).
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Figura 1.- Esquema del modelo de sistema hidroponico kratky para el establecimiento del experimento.
Elaboracién propia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la realizacion de este proyecto de investigacion los tratamientos
correspondientes a solucion insaturada (500 mg I) no llegaron a la etapa de madurez
comercial, quedandose en el estado de plantulas y senesciendo posteriormente. Esto
se puede deber al factor de la concentracion de solucion steiner en los tratamientos,
ya que las plantulas no obtuvieron los nutrientes necesarios para poder tener un buen
desarrollo. Por otro lado, los tratamientos estandar y sobresaturado si lograron llegar a la
etapa adulta de la planta.

Figura 2a) desarrollo de zinnia en solucion insaturada; 2b) desarrollo de zinnia en solucién estandar; 2c) desarrollo
de zinnia en solucién sobresaturada (elaboracion propia).

A) Insaturado B) Estandar C) Sobresaturado
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Como se observa en la figura 2 a) las plantulas desarrolladas en solucion
insaturada no alcanzaron el desarrollo completo presentando clorosis en las hojas
debido a la falta de nutrientes en la solucion nutritiva, particularmente de N, por otro
lado, en las figuras 2b y 2c, se observan plantas de zinnia con un correcto desarrollo
fisiologico.

Tabla 2. Tabla de Tukey de comparacion de medias de los factores de estudio. Letras diferentes en cada columna
para cada factor de estudio indica diferencias estadisticas significativas. *** (p<0.05). NS: no significativo.

Témafiode Alturade NUmerode Areafoliar indicede  Pesoseco
Tratamiento (Solucion Steiner /dcido  raiz(cm) planta(cm) botones  (cm2)  clorofila @)

giberelico)
*kk *k% *k% *kk ns * %%

Estandar con giberelinas 500mg/20mg  22.90a 35.50a 5.2a 320.34a 37.85a 4.19
Estandar sin giberelinas  500mg/0mg  24.80a 36.01a 1.1b 224.53h 35.31a 3.49
Saturado con giberelinas 1000 mg/20mg  17.35b 15.95h 1.3b 137.59c 40.07a 3.62b

Saturado sin giberelinas  1000mg/0mg  15.80b 15.50b 0.4b 114.33c 40.28a 1.62¢

3.1. TAMANO DE RAiz

Desde un punto de vista fisiolégico, la raiz representa por si mismo el primer
contacto que tendra la planta para la nutricién vegetal. La zinnia presenta un sistema
radicular fibroso y llega a tener un crecimiento de 13 cm hasta 50 cm en maceteria, sin
embargo, en cultivos de corte llegan a tener un crecimiento mayor con 70 cm.

El sistema hidroponico kratky influyo en el desarrollo radicular de los 4 tratamientos,
ya que, pese a que todos tuvieron la misma cantidad de oxigenacion, los tratamientos con
solucion estandar tuvieron que desarrollar mas su sistema radicular, probablemente por
una menor disponibilidad de nutrientes, respecto a los tratamientos sobresaturados; por
otra parte, los tratamientos sobresaturados presentaron un menor desarrollo radicular
debido a una mayor disponibilidad de solucion nutritiva. En todos los casos, un menor
desarrollo radicular bajo los sistemas hidroponicos respecto a métodos tradicionales es

notable debido a la falta de anclaje de las plantas al medio.

3.2. ALTURA DE PLANTA

En general, las especies vegetales responden a la cantidad de agua aplicada, asi
como la nutricion adecuada, pero en el caso de las plantas ornamentales, incluidas las
flores cortadas, no solo la cantidad de tallos producidos, sino también la calidad final

es fundamental para la comercializacion del producto (Cabrera et al., 2017). En el caso
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especifico de las zinnias, la altura variara debido a que existen zinnias de maceteria y
de corte. Las zinnias enanas no exceden de los 15 cm mientras que las zinnas de corte
pueden llegar hasta los 90 cm de altura.

Los tratamientos con mayor desarrollo fueron los que contenian solucidn
estandar, mientras que los tratamientos con solucion sobresaturada presentaron
un menor crecimiento de planta (Tabla 2). Seguin Lopez-Espinoza (2013), los tallos
representan a la vez un importante consumidor de recursos minerales para sustentar la
produccion de tejidos vasculares y accesorios, la actividad del cambium, el crecimiento, y
el almacenamiento de reservas.

La cantidad de nutrientes absorbidos por una planta se obtiene de la relacion
entre el peso seco de los tejidos y la concentracion de nutrientes en los mismos. La
fitotoxicidad es un término que se emplea para describir el grado de efecto toxico
producido por una mezcla de aspersion o compuesto determinado que causa desordenes
fisioldgicos en las plantas y que se traduce en alteraciones del aspecto, crecimiento,
vigor, desarrollo y productividad de las plantas.

En este caso es posible que los resultados de los tratamientos saturados se
deban a que la planta excedi6 la cantidad de nutrientes absorbidos hasta no desarrollar
mas el crecimiento vegetal; mientras que los tratamientos estandar no excedieron ese

limite, y por ende, tuvieron un desarrollo mayor.

3.3. NUMERO DE BOTONES FLORALES

El botdn floral se refiere a los tejidos jévenes que se convierten en flores e
inflorescencias en las ramas de las plantas. Es el embridon de una flor que se desarrolla a
partir de un punto de crecimiento en el tallo (Rios- Florida et al., 2022). Actualmente uno
de los principales parametros que buscan los consumidores en plantas ornamentales
florales como la zinnia es el niumero de botones florales, ya que esto sera un indicio del
numero de flores que apareceran en la planta adulta.

El tratamiento que mostré una mejor respuesta fue el que contenia solucion
estandar con acido giberélico, mientras que el resto de los tratamientos no mostraron
diferencias significativas (Tabla 2). El acido giberélico es un fitorregulador de crecimiento
que desempefia roles importantes en la germinacion de semillas, elongacion de tallos, y
principalmente en la induccion de la floracion (Peng et al., 2020).

Se puede afirmar que la aplicacion de acido giberélico en conjunto con una
nutricion estandar dan los valores mas altos respecto a la produccién de botones florales.

Los tratamientos con soluciones sobresaturadas inhiben el desarrollo de botones florales
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probablemente debido a que, por el exceso de nutrimentos, se extiende el desarrollo

vegetativo de las zinnias y, por lo tanto, se retrasa la fase reproductiva.

3.4. AREA FOLIAR

El area foliar (AF) es una variable importante en la mayoria de los estudios
agricolas y fisioldgicos involucrados en el crecimiento vegetal, captacion de luz, eficiencia
fotosintética, respiracion, transpiracion y respuesta al riego y a la fertilizacion (Morales-
Rosales et al., 2013).

El tratamiento con solucion estandar y acido giberélico presentd una mayor
superficie de respuesta respecto a los demas tratamientos (Tabla 2). La aplicacion de
acido giberélico no solo influyd en la promocion de botones florales, sino que, como
se menciond anteriormente, las giberelinas también promueven el desarrollo de tallos
y hojas. Esto incide en una mayor produccion de hojas respecto con el tratamiento de
solucion estandar sin aplicacion de acido giberélico. Por otra parte, los tratamientos con
soluciones sobresaturadas presentaron una menor produccion foliar probablemente
debido a un efecto similar a lo ocurrido con la variable de altura de planta; un exceso
de nutrimentos disminuye el desarrollo vegetativo en medida de un aumento en la

disponibilidad de nutrimentos.

3.5. INDICE DE CLOROFILA

Actualmente, los analisis de intensidad del verde de las hojas ha sido una técnica
muy utilizada en la evaluacién del contenido de nitrogeno en una planta por el hecho de
existir correlacion directa entre la intensidad del verde y el contenido de clorofilas con
la concentracion de nitrégeno en la hoja, pues el nitrdgeno participa de la constitucion
de estas moléculas. El indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) obtenido por el
clorofilometro portatii SPAD-502 es proporcional a la cantidad de clorofila presente
en la hoja (Ribeiro de Cunha et al., 2016). Una mayor cantidad de verdor en las plantas
representa un buen sistema fotosintético que permite a las plantas generar biomasa para
continuar su crecimiento y desarrollo.

No obstante, en esta variable no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (Tabla 2). La aplicacion de solucion Steiner en cantidades estandar y
sobresaturadas, proporcionan una buena disponibilidad de N a las plantas, que permitio
una correcta absorcion por parte de las plantas y una buena sintesis de moléculas
de clorofila. Si bien el verdor fue ligeramente mayor en los tratamientos con solucién

sobresaturada, esta diferencia no es significativa estadisticamente, por lo que un
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incremento de disponibilidad de nutrimentos no infiere en la acumulacion de clorofilas en

hojas de zinnia.

3.6. PESO SECO

El peso seco en las plantas representa la cantidad total de materia organica y
solida acumulada tras eliminar por completo el agua de sus tejidos. Funciona como el
indicador real de la biomasa producida, ya que el peso fresco cambia de forma constante
segun la cantidad de agua que absorbe la planta.

El tratamiento con solucion estandar y acido giberélico presento los valores mas
altos en relacién con el peso seco (Tabla 2). Esto es debido a una mayor produccién de
biomasa vegetal, como se observo en las variables de altura de planta y area foliar.

Similar a las demas variables, un incremento en la disponibilidad de nutrientes
en zinnia incide en un menor crecimiento vegetativo y, por ende, en la produccion de
biomasa. Asimismo, el uso de giberelinas puede promover no solo la produccién floral, sino
también el desarrollo de tallos y hojas, por lo que se puede apreciar que los tratamientos
sin aplicacion de giberelinas tienen una menor superficie de respuesta respecto a los

tratamientos que si tuvieron aplicacion.

4. CONCLUSIONES

De acuerdo con las pruebas fisioldgicas realizadas en este trabajo de
investigacion, se puede afirmar que es posible y viable la produccién de zinnias utilizando
el método hidropodnico de kratky, tanto para flores de corte como de maceteria. La
cantidad de solucién nutritiva es un factor critico en este sistema de produccion.
Cantidades insuficientes de solucion provocan que cultivos como zinnias no desarrollen
de forma correcta, provocando achaparramiento, clorosis y muerte de la planta. Por
otra parte, soluciones saturadas de solucion nutritiva pueden provocar indicios de
fitotoxicidad, pues se ven disminuidos los parametros fisioldgicos de las zinnias. Por
otra parte, el uso de giberelinas como fitorreguladores de crecimiento para induccion
de floracion puede acelerar el cambio de desarrollo vegetativo a desarrollo reproductivo
de la planta, ayudando a acelerar la aparicion de flores. No obstante, la relacion que hay
entre los fitorreguladores y la solucion nutritiva también determina la velocidad de este
cambio en el desarrollo y, por ende, la aparicion de flores. En este sentido, el tratamiento
de solucion estandar y aplicacion de acido giberélico es el que presenta una mayor
superficie de respuesta estadistica en todas las variables, por lo cual, es el tratamiento

recomendado para la produccion de zinnia bajo el método de kratky.
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INMERSION TEMPORAL'

RESUMEN: Una estrategia importante para la
conservacion de las plantas del género Agave
(Asparagaceae) reside en la diversificacion de
SuS usos Y su industria. Trabajos previos han
posicionado a A. salmiana como una fuente
prometedora de compuestos bioactivos
de interés, como saponinas y flavonoles.
El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto del estrés por zinc en el
perfil fenotipico y fitoquimico de A. salmiana
cultivado en sistemas de inmersion temporal.
Para ello, se indujo estrés en las plantas por
medio de diferentes concentraciones de
ZnSO, en el medio de cultivo (0, 50, 100 y
200 mM) vy distintos tiempos de inmersion (1
y 5 min) durante 21 dias. Posteriormente se
tomaron mediciones fisicas de las plantas. Se
estimd su contenido de clorofila por medio de
analisis de imagen. Por ultimo, se prepararon
extractos de las plantas y se evaludé su
actividad antioxidante por ORAC, asi como
su contenido de saponinas y flavonoides por
HPLC-ELSD-DAD. EI crecimiento y desarrollo
de las plantas se vio fuertemente inhibido
por las concentracion de ZnSO,. Asimismo,
el contenido de clorofila de las plantas se
redujo casi a la mitad al verse expuesta al
zinc. La actividad antioxidante mostro ser 1.1
veces superior en el tratamiento de mayor
exposicion a zinc (200 mM y 5 min) respecto al
promedio. No se consiguié evidencia suficiente
para demostrar un cambio significativo en el
contenido de flavonoles entre tratamientos.
Respecto a las saponinas, estas disminuyeron
drasticamente su contenido en al menos 28.9
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% en las plantas sometidas a estrés. Este estudio realizd anotaciones sobre el umbral
de toxicidad del zinc en A. salmiana. A partir de esta referencia, se pueden buscar
concentraciones menos agresivas para elicitacion.

PALABRAS CLAVE: Agave; sistemas de inmersion temporal; metabolismo secundario;
morfologia, estrés abiotico.

EVALUATION OF THE EFFECT OF ZINC STRESS ON THE PHENOTIPIC AND
PHYTOCHEMICAL PROFILE IN AGAVE SALMIANA CULTIVATED IN TEMPORARY
IMMERSION SYSTEMS

ABSTRACT: An important strategy on conservation of Agave (Asparagaceae) plants
resides on the diversification of its uses and its industry. Previous works have positioned
A. salmiana as a promising source of bioactive compounds of interest, such as saponins
and flavonols. This study aimed to evaluate the effect of zinc stress on the phenotypical
and phytochemical profile of A. salmiana plants grown on temporary immersion systems.
For that, stress was induced in plants through different ZnSO, concentrations in culture
media (0, 50, 100, 200 mM) and distinct immersion times (1 and 5 min) for 21 days.
After that, physical measurements of plants were taken. Their chlorophyll content was
estimated by image analysis. Lastly, extracts of the plants were prepared and analyzed
for antioxidant capacity by ORAC, as well as for their saponin and flavonol content by
HPLC-ELSD-DAD. Growth and development of plants seemed to be severely inhibited
due to ZnSO, concentration. Furthermore, chlorophyll content was reduced almost by
half when plants were exposed to zinc. Antioxidant activity showed to be 1.1 times higher
in the treatment with the most exposure (200 mM and 5 min) than the average. There was
not enough evidence to demonstrate any significant change in flavonol content among
treatments. Regarding saponins, their content diminished drastically by at least 28.9 %
in stressed plants. This study made annotations about the toxicity threshold of zinc in A.
salmiana. With this reference, now it is possible to look for less aggressive concentrations
for elicitation.

KEYWORDS: Agave; temporary immersion systems; secondary metabolism; morphology;
abiotic stress.

1. INTRODUCCION

El género Agave (Asparagaceae) engloba a mas de 200 especies de plantas,
llamadas indistintamente “magueyes”, que se caracterizan por sus hojas alargadas
y puntiagudas, acomodadas en forma de roseta, y por sus adaptaciones a los climas
aridos (Rowell, 2008). México es considerado centro de origen y domesticacion de los
magueyes Yy alberga cerca del 75 % de su diversidad en el mundo (Garcia-Mendoza,
2002). A pesar de su cercania con la historia y tradiciéon del pais, multiples especies se
encuentran amenazadas por su endemismo, su mal manejo agricola y por la pérdida de
usos y costumbres alrededor de la planta (Alducin-Martinez et al., 2023; Robles y Cruz,

2023). La diversificacion de la agroindustria de Agave ha sido un importante enfoque para
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su conservacion (Nava-Cruz et al., 2014), buscando formas innovadoras de aprovechar
cada especie y sus componentes.

Estudios previos han posicionado al maguey pulquero (Agave salmiana Otto
ex Salm-Dyck) como una fuente prometedora de compuestos bioactivos de interés,
especialmente saponinas y flavonoles. A. salmiana es una especie originaria de México
con gran importancia cultural, econdmica y gastronomica (Higuera-Orbe et al., 2025). Es
la planta por excelencia empleada en la elaboracién del pulque, una bebida ancestral
resultante de la fermentacion de la savia o aguamiel del tallo o pifia del maguey (Rodriguez-
Vera et al., 2025). Fuera de su uso tradicional, se ha reportado que, cuando son cultivadas
in vitro, las plantas de A. salmiana pueden acumular concentraciones de saponinas hasta
36 veces mayores que aquéllas crecidas in situ; de igual modo, presentan aumentos de
fenodlicos totales en al menos 30 % (Puente-Garza et al., 2015). Otros trabajos se han
centrado en aumentar o modular el contenido compuestos bioactivos en esta especie
implementando elicitores abidticos en su crecimiento in vitro, tales como el estrés hidrico
y el estrés salino (Puente-Garza et al., 2017b; Puente-Garza et al., 2021).

Existe evidencia para suponer que otras fuentes de estrés abiotico, como los
metales pesados, podrian estimular en el metabolismo secundario de A. salmiana. El
uso de zinc (Zn) como elicitor esta ampliamente documentado en otras especies. En
concentraciones regulares, el papel del Zn a nivel celular y fisiolégico en las plantas es
critico. Funge como cofactor de multiples enzimas en sus seis clasificaciones y como
componente estructural de otras varias proteinas, estando por tanto involucrado en
diversas rutas metabdlicas y procesos biologicos como la transcripcion, la traduccion,
la fotosintesis y la respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS) (Stantotn et al.,
2022). Sin embargo, el exceso de Zn puede inducir de manera indirecta estrés oxidativo
como secuela de la estimulacion de enzimas productoras de ROS, la competencia con
otros metales esenciales y la inhibicion enzimatica (Balafrej et al., 2021). La elicitacion
se da al inducir de forma controlada estas forma de estrés y, como resultado, promover
la acumulacion de metabolitos secundarios de respuesta (Mubeen et al, 2025). La
presentacion de Zn mas estudiada en el ambito son las nanoparticulas de ZnO, que han
demostrado provocar incrementos en la concentracion de metabolitos secundarios de
especies como Lilium candelium y Trigonella foenum-graecum, entre otras (Palka et al.,
2023; Tariverdizadeh et al,, 2021). Otras sales de Zn, como el sulfato de zinc (ZnSO,),
también han sido evaluadas como elicitores en especies poco emparentadas, lo que
podria indicar de una respuesta generalizable. En cultivos en suspension de Capsicum

annuum se ha observado que la adicion de ZnSO, al medio de cultivo en concentraciones
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de 01-0.4 M puede incrementar significativamente el contenido total de fendlicos (islek
et al, 2020). De forma consistente, Tian et al. (2025) han reportado en mijo de dedo
(Eleusine coracana L.) un aumento significativo en la acumulacién de flavonoides y en la
actividad antioxidante de las plantas sometidas a estrés con ZnSO,.

Adicionalmente, la implementacion de sistemas de inmersion temporal (SIT)
como formato de cultivo in vitro en A. salmiana permanece escasamente estudiada, y
es aun mas incierto su efecto sobre la acumulacién de saponinas y flavonoides. Una
revision de De Carlo et al. (2021) agrupa trabajos en los que se comparo la produccion
de compuestos bioactivos en plantas medicinales entre SIT y otras modalidades de
cultivo, como semisolido o en suspension, mostrando una larga lista de especies para
las cuales los SIT obtuvieron rendimientos significativa y sustancialmente mayores a sus
contrapartes. Esto posiblemente se atribuye a su mejor transferencia de oxigeno, su bajo
estrés de corte, su disponibilidad de nutrientes y a la disminucion de la hiperhidricidad
(De Carlo et al., 2021). Las aplicaciones de los SIT en especies de Agave son escasas y
se han limitado a la micropropagacion, sin ahondar en su efecto sobre el perfil fitoquimico
de la planta. Entre estos estudios, se han realizado anotaciones para A. tequilana, A.
marmorata, A. guiengola, A. potatorum y A. angustifolia (Vazquez-Martinez et al., 2021,
Mancilla-Alvarez et al., 2024; Chavez-Ortiz et al., 2021; Moreno-Hernandez et al., 2024;
Monja-Mio et al., 2021).

Debido al gran potencial de A. salmiana como fuente de compuestos bioactivos
de interés, y a la limitada informacion al respecto, el objetivo de este trabajo fue
investigar nuevas formas de modular su concentracion. Para ello, se evaluo el perfil
fenotipico y fitoquimico de plantas cultivadas en SIT de A. salmiana bajo estrés por Zn,
variando su exposicion a través de la concentracion de ZnSO, en el medio de cultivo y

el tiempo de inmersion.

2. MATERIALES Y METODOS
21. PREPARACION DE EXPLANTES

Se recolectaron semillas de una planta de A. salmiana de la Laguna de Sanchez,
en Santiago, Nuevo Ledn, México (25.346524, -100.285577), en febrero del 2024. Las
semillas se almacenaron en un espacio seco y sin luz hasta su uso en agosto del 2025.
Para su desinfeccion, fueron lavadas con agua bidestilada adicionada con Tween 20 (0.4
puL L) por 5 min. Dentro de una campana de flujo laminar (SterilichemGARD, The Baker
Company Inc.), se continud con lavados de etanol al 70 % (v/v) por 5 min, hipoclorito de

sodio (Cloralex ®, > 4 %) al 5 % (v/v) por 15 min y un ultimo enjuague con agua destilada
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estéril. Todos los lavados se realizaron con agitacion manual y descartando el liquido de
por medio.

Para su germinacion, las semillas se transfirieron a una soluciéon de peroxido de
hidrogeno al 10 % (v/v), trabajando en condiciones de asepsia y oscuridad. Luego, se
colocaron en una incubadora (Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius, OR) a27 +1°Cy
en completa oscuridad por 3 dias. Transcurrido el tiempo, se seleccionaron las semillas
que presentasen una radicula blanca, indicando germinacion. Las semillas se sembraron
individualmente en tubos de ensayo con 5 mL de medio de acondicionamiento. Dicho
medio consistid en medio basal de Murashige y Skoog (1962) (4.4 g L, PhytoTec) (MS)
adicionado con sacarosa (30 g L). El medio fue ajustado a pH 5.8 + 0.05 antes de anadir
Phytagel™ (4 g L, PhytoTec) como gelificante. Los tubos con medio fueron previamente
esterilizados en una autoclave (Yamato) a 121 °C y 15 psi durante 15 min. Las semillas
se llevaron a un cuarto de cultivo a 27 + 1 °C con luz blanca y fotoperiodo 16:8 h de
luz:oscuridad con intensidad de 6,600 Lux.

Después de cinco semanas, las plantulas se transfirieron a frascos con medio de
acondicionamiento fresco. Se dejaron crecer bajo las mismas condiciones durante tres

semanas mas.

2.2. INDUCCION DE ESTRES

Se prepard el medio de estrés, que constd de MS (4.4 g L) y sacarosa (30 g L)
ajustado a un pH de 5.8 = 0.05, al que posteriormente se agregd ZnSO, en tres distintas
), 100 mM (T )y 200 mM (T

mas un control sin ZnSO, (T,_,,)- Se colocaron 30 mL de medio de estrés en frascos de

concentraciones segun el tratamiento: 50 mM (T

50mM 100mM 200mM)’

vidrio acoplados por un SIT de tipo BioCoupler™. Los SIT con medio fueron esterilizados
en la autoclave bajo los parametros ya descritos.

Para la siembra, se extrajeron las plantulas de A. salmiana del medio semisélido
y se les realizaron incisiones en la base para remover sus raices. Posteriormente se
colocaron dentro del SIT. Se sembraron 3 SIT por cada tratamiento (n = 3), con cinco
plantulas por SIT.

Los SIT se llevaron al cuarto de cultivo, bajo las condiciones de crecimiento ya
descritas. Se realizaron inmersiones con una frecuencia de 24 h y con dos diferentes
)y 5 min (T

plantulas estuviesen en contacto con el medio y que este ultimo no empapase el filtro de

duraciones: 1 min (T ). Durante la inmersion, se procurd que todas las

1min 5min

aire del BioCoupler™. El estrés se mantuvo durante 21 dias.
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2.3. EVALUACION FENOTIPICA

Las plantas se retiraron de los SIT y se enjuagaron en agua destilada para
remover restos de medio. Se dejaron secar y posteriormente se registraron el nimero de
raices primarias y de hojas, asi como su longitud. También se midi6 la masa fresca de las
plantas (OHAUS Pioneer). Todas las plantas fueron fotografiadas (Canon EOS) previo a

almacenarse en un ultracongelador a -80 °C.

2.4. CUANTIFICACION DE CLOROFILA

Se estimo el contenido de clorofila en las plantas de acuerdo con el método no
destructivo propuesto por Liang et al. (2017). Brevemente, se realizaron correcciones de
color en las fotografias y se procesaron en el software Imaged 1.50. Después se emplearon
los plugins «RGB_measure» y «Chlorophyll_Imager», provistos por el mismo trabajo, para

traducir los datos de color a contenido de clorofila. Los datos se registraron en ng mm-=.

2.5. PREPARACION DE EXTRACTOS

Se secaron las plantas en un desecador durante 5 dias. Posteriormente se
llevaron a un horno de conveccion (Memmert) a 50 °C por 72 h. Una vez retirada toda
la humedad, se midi6 el peso seco (PS) de las plantas (OHAUS, Pioneer) y se molieron
con un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino. En ausencia de luz, se pesaron
50 mg de muestra y se suspendieron en 500 pL de metanol al 80 % (v/v). Los extractos
incubaron (Labnet, Vortemp 1550) a 30 °C y 150 rpm durante 2 h. Acto seguido se
centrifugaron (DLAB, D2012 Plus) a 3,000 rpm por 5 min y se recupero su sobrenadante,
que luego se llevo a secar en el mismo horno de convecciéon a 30 °C durante 48 h. Por
ultimo, se resuspendieron las pastillas en 1 mL de metanol al 50 % (v/v). Los extractos se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2.6. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante (AOX) de los extractos se determind por ensayo de
Capacidad de Absorciéon de Radicales de Oxigeno (ORAC, en inglés), utilizando trolox
como estandar y solucién buffer de fosfatos (PBS, en inglés) pH 7.4, 75 mM como blanco.
Se colocaron 25 pL de muestra en una microplaca negra de 96 pozos. En un lector de
microplatos (BioTek, Synergy HTX) se realizaron inyecciones de 150 pL de fluoresceina
4 uM con una incubacion de 30 min. Después se inyectaron 25 pL de diclorhidrato de

2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) 153 mM y se midio la fluorescencia individual de
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los pozos cada 2 min durante 1h. La reaccion se mantuvo a 37 °C y se empled PBS pH 7.4,
75 mM como solvente en todas las soluciones. Los resultados se expresaron como pmol

equivalentes de trolox (ET) por gPS.

2.7. CUANTIFICACION DE SAPONINAS Y FLAVONOLES

El contenido de saponinas y flavonoles de los extractos se cuantifico por HPLC
(Agilent Technologies) acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD) y a un detector
de dispersion de luz evaporativa (ELSD), empleando una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18, 4.6 x 150 mm (5 pum) (Agilent Technologies). El programa consistiéo en una
fase movil A (agua adicionada con 0.1 % (v/v) de acido férmico) y una fase B (acetonitrilo
adicionado con 01 % (v/v) de acido férmico). El volumen de inyeccién de muestra fue de
10 pL. Las saponinas se obtuvieron como equivalentes de protodioscina (EP) (Sigma-
Aldrich). Para los flavonoles, se recolectaron datos a 340 nm empleando quercetina y
kaemferol como estandares (Sigma-Aldrich). Las muestras de extracto fueron filtradas
con un filtro de jeringa de 0.22 pm (LEACSA) previo a su inyeccion.

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

El experimento consistio en un disefio factorial 4x2 con interacciones, por
triplicado. Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Tukey con confianza del 95 % (p < 0.05) en Minitab® 21.4. Los cromatogramas fueron
procesados y analizados en RStudio version 4.51 utilizando la paqueteria chromatographR

version 0.7.5.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. MEDICIONES FENOTIPICAS

La concentracion de ZnSO, mostré tener un efecto significativo en la masa seca
de las plantas, su porcentaje de humedad, su nimero de raices y hojas y su longitud
promedio de hoja (Tabla 1). Los resultados indicaron, de forma general, un detrimento
en el crecimiento y desarrollo de las plantas ante la presencia de Zn. Algunos de los
indicadores tipicos de intoxicacion por Zn en las plantas incluyen la inhibicion del
desarrollo radicular y del crecimiento (Balafrej et al, 2020). Adicionalmente, el estrés
por metales pesados esta asociado con la disminucidon del contenido de agua en las
plantas, en parte por las afectaciones al crecimiento, pero también por el desequilibrio
osmotico (Rucinska-Sobkowiak, 2016). Por tanto, es presumible que las concentraciones

empleadas rebasaron el umbral de elicitacion hasta provocar toxicidad severa.
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Por su parte, el tiempo de inmersion provoco diferencias significativas en el
porcentaje de humedad, en el numero de hojas y en la longitud promedio de hoja. Mientras
que el tiempo de inmersion de 1 min mostré plantas mejor desarrolladas en cuanto a
humedad y numero de hojas, presentd hojas de menor tamano respecto al tiempo de
inmersién de 5 min. Otros trabajos con SIT han reportado mejor desempefio en plantas de
A. salmiana con inmersiones de 5 min cada 12 h (Ontiveros-Villa, 2013) y en A. marmorata
2 min cada 8 h (Moreno-Hernandez et al., 2024). Sin embargo, el foco de estos trabajos

radicaba en la generacion de brotes y no se contemplaba ninguna induccion de estrés.

Tabla 1. Resultados fenoldgicos de las plantulas de A. salmiana tras 21 dias de estrés.

Largo

Numero
. Masa seca Humedad Ndmero de promedio de .
Tratamiento . ) de raices
(mg,,) (%) hojas hoja ] A
primarias
(cm)

Concentracion de ZnSO,
OmM  211.71+78.09¢ 88.89+389° 413+0402 271+£033°? 214 £ 0.45°
50mM 16752 +57.30%* 8798 +146%* 327+068° 220+035° 0.00 + 0.00°
100mM 14203 +54.89> 87.33+233* 3.23+0.80° 207zx0.23° 0.06 + 015°

200mM  138.86 + 51.89° 86.52 + 1.38° 320+049° 204+028° 0.20 + 0.20°

Tiempo de inmersion
imin  166.08 + 47132 89.21+ 2,062 338+0442 210+ 0.35% 0.61+0.962

5min  167.32 + 88.37° 8571+ 179° 3.03+0.74° 251+ 0.35° 0.76 £ 1.042

Concentracion de ZnSO,, - Tiempo de inmersion

OmM - 1min  146.80 + 48.39° 9222 + 0492 430+0.38°2 254 + 0.222 215+ 0.592
50mM -1min 19523 + 45823 8879 + 0.94° 3.65+ 0412 204 +0.30> 0.00 + 0.00°
100mM - 1min  161.90 + 50.22° 88.87 +066%® 3.85+019%® 1.93 + 019°¢ 0.10 + 0.20°
200mM - imin  161.38 + 49.49° 86.96 + 0.70°® 350035 187 +0.24° 0.20 + 0.23°

OmM -5min 276.63 +25.50° 85.55+233° 395+0.38%* 2.87+0.38? 214 +0.372
50mM - 5min 11210 = 3012° 86.35+0.08°> 250+014¢ 2,51+ 0.203%¢ 0.00 + 0.00°
100mM - 5min  115.53 + 58.43° 85.28 + 215° 240+£020¢ 225+ 0132¢ 0.00 £ 0.00°

200mM - 5min 11017 + 47.38" 8593 +203°> 280035« 228+ 0.03%° 0.20 + 0.20°

*Todos los resultados estan representados como promedio + desviacion estandar.

**Letras diferentes denotan grupos estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.2. CONTENIDO DE CLOROFILA

El contenido de clorofila disminuyo drasticamente en los tratamientos bajo estrés
por Zn (Fig. 1). Los tratamientos control mostraron al menos el doble de contenido de
clorofila por unidad de area respecto al resto. Precisamente, el sintoma mas evidente de
toxicidad por Zn en las plantas es el amarillamiento de las hojas o clorosis (Balafrej et
al., 2020). El exceso de Zn se traduce en una competencia contra otros metales como
Fe, Mg y Mn, lo cual interfiere con la sintesis de clorofila y, por tanto, con la fotosintesis
(Vassilev et al., 2011). De ahi la pérdida de vigor de las plantas y su coloracion amarillenta.
Esto va alineado con los sintomas de toxicidad previamente descritos en el fenotipo de
las plantas.

Figura 1. Contenido de clorofila de las plantas de A. salmiana tras 21 dias de cultivo bajo diferentes concentraciones

de ZnSO, (0-200 mM) vy diferentes tiempos de inmersién (1 y 5 min) Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente diferentes por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La concentracion de ZnSO,, el tiempo de inmersion y su interaccion provocaron
diferencias significativas en la AOX de los extractos de las plantas (Fig. 2). Se observo
la mayor AOX en el tratamiento con mayor exposicion al Zn, de 200 mM con tiempo de
inmersion de 5 min, con 21 umolET gPS™. En contraste, los tratamientos con ZnSO, 50 mM
presentaron la AOX mas baja, siendo de 1.77 pmolET gPS-' en ambos, independientemente
del tiempo de inmersion. No obstante, la AOX en todas las muestras resultd ser
sustancialmente menor que la reportada en extractos vegetales en otros estudios.
Puente-Garza et al. (2017b) reportaron AOX en extractos de A. salmiana superiores a 146
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umolET gPS-. Por su parte, para extractos de grano de algunas variedades de maiz (Zea
mays) se han publicado AOX de entre 95.4 y 156.8 umolET gPS" (Harakotr et al., 2014).

Figura 2. Actividad antioxidante de los extractos de los diferentes tratamientos. Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.4. CONTENIDO DE FLAVONOLES

No se hallaron diferencias significativas entre tratamientos para el contenido total
de flavonoles. Su concentracion se situd entre 0.05 y 1.62 mg equivalentes de quercetina
(EQ) por gPS. Los estudios sobre elicitacion por Zn en plantas suelen presentar aumentos
significativos en el contenido total de flavonoides, incluyendo flavonoles (Tian et al.,
2025; islek et al., 2020; Khan et al., 2021). En este caso, se observd mucha variabilidad

entre muestras.

3.5. CONTENIDO DE SAPONINAS

La concentracion de ZnSO, resulté ser el unico factor con un efecto significativo
sobre el contenido total de saponinas (Fig. 3). Las plantas bajo estrés por Zn mostraron
disminuciones de al menos 28.9 % respecto a los controles (43.9-481 mgEP gPS-).
La tendencia anterior coincide con el trabajo de Puente-Garza et al. (2021), donde se
reportd que otros metales pesados, como el cobalto, en concentraciones menores a
1.0 mM pueden provocar disminuciones agresivas en el contenido de saponinas de A.
salmiana cultivado in vitro. En Paris polyphylla se han reportado disminuciones de varios
tipos de saponinas en plantas expuestas a diversos metales pesados, incluido el Zn (Li et
al., 2023). Por lo anterior, se observa que la concentracion de ZnSO , empleada, lejos de

estimular la produccién de saponinas, la limitd por su presumible efecto toxico.
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Figura 3. Concentracion total de saponinas entre los diferentes tratamientos. Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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4. CONCLUSIONES

Se concluyo que las concentraciones de ZnSO, empleadas en el medio de cultivo
resultaron téxicas para las plantas de A. salmiana. Su crecimiento se vio fuertemente
inhibido, al igual que su produccion y acumulacion de clorofila y saponinas. Sin embargo,
los extractos mostraron una maxima actividad antioxidante ante una mayor exposicion al
Zn, lo cual parece indicar una acumulacion de otras especies antioxidantes en respuesta
a este tipo de estrés. Debido a su alta variabilidad, no fue posible identificar cambios
significativos en el contenido de flavonoles entre tratamientos.

Este estudio supone un acercamiento a la elucidacion del efecto del estrés por
Zn en A. salmiana en el formato de cultivo por SIT. A partir de este precedente, es seguro
probar niveles mas bajos de Zn para conseguir una concentracion elicitora que estimule
la produccion de metabolitos secundarios de interés. De igual modo, plantea la posibilidad

del uso del Zn como herramienta de modulacién de saponinas.
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DE DOBLE HAPLOIDE (DH)

RESUMEN: La actividad agricola requiere

variedades de cultivos mejoradas con
caracteristicas de calidad, rendimiento
y resistencia a estreses ambientales

principalmente. El uso de haploides es una
estrategia clave para el mejoramiento de
las plantas cultivadas, debido a que poseen
un Unico juego de cromosomas en la fase
esporofitica, se han convertido en una fuente
para seleccionar rasgos deseados o introducir
mutaciones en su material genético. Ademas, se
pueden obtener doble haploides (DH) mediante
laduplicacion cromosomica, ya sea espontanea
o inducida, con caracteristicas de homocigotos
en todos los loci y pueden propagarse por
semilla. La homocigosis se completa en una
sola generacion; por el contrario, el método de
mejoramiento convencional in situ requiere de
seis a siete generaciones de autofecundacion.
La produccién *in vitro* de haploides con fines
de mejoramiento se ha logrado en numerosos
cultivos, como arroz, trigo, cebada, maiz,
tomate, papa, brasicaceas, vid y girasol, entre
otros. Ademas, los DH son una fuente para el
mapeo génico, la citogenética y los estudios
evolutivos.

PALABRAS CLAVE: haploides; doble
haploide; mejoramiento vegetal; cultivo in vitro;
homocigosis; duplicacién cromosoémica.

1. INTRODUCCION

La productividad agricola se ve,

frecuentemente, afectada por factores
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de estrés abiotico y bidtico que provocan una grave reduccion en el rendimiento de
los cultivos. Por ello, es necesario mejorar los cultivos para una mayor resistencia al
estrés bidtico y abiodtico, una mayor tolerancia a plagas de insectos y herbicidas, un
mejor rendimiento y valor nutricional. Antiguamente, los agricultores llevaban a cabo el
mejoramiento seleccionando plantas con caracteristicas deseables para recolectar sus
semillas y utilizarlas en siembras posteriores. Desde entonces, se han empleado diversas
técnicas de fitomejoramiento para optimizar los cultivos. Con el tiempo, se comenzo a
practicar la hibridacién dirigida — fitomejoramiento clasico— un proceso en el que se
identifican dos plantas progenitoras con rasgos deseables y se cruzan entre si para
generar una nueva variedad que reuna dichas caracteristicas.

Las leyes de la genética de Mendel y los estudios avanzados de biologia molecular
revelaron que los genes determinan los rasgos de un organismo. La mayoria de las plantas
son diploides (2n), es decir, contienen dos juegos de cromosomas. Sin embargo, también
son comunes las plantas con tres o0 mas juegos de cromosomas (poliploides).

En los ultimos anos, se ha practicado la introduccién de mutaciones en el
contenido genético de las plantas mediante el tratamiento con agentes quimicos
mutagénicos, como el metanosulfonato de etilo (EMS), o mediante radiaciones,
como la radiacion gamma, seleccionando posteriormente los rasgos deseados. Este
método se conoce comunmente como genética directa (forward genetics). Pero,
estos mutagenos suelen introducir muchas mutaciones no deseadas y, en ocasiones,
resultan perjudiciales para la descendencia. Por ello, la descendencia se cruza con
lineas parentales seleccionadas (retrocruzamiento) para eliminar las mutaciones no
deseadas y obtener lineas isogénicas (NIL, por sus siglas en inglés) las cuales son
homocigotas para una de las lineas parentales, pero portan la mutacion deseada.

En el fitomejoramiento, es necesario obtener lineas homocigotas para fijar
los rasgos agronomicos, de modo que no se pierdan las caracteristicas deseadas
obtenidas en el cruce. La homocigosis puede lograrse cruzando las plantas consigo
mismas (autopolinizacion o endogamia) durante varias generaciones; las plantas o
lineas obtenidas mediante estos cruces se denominan variedades “endogamicas”. Sin
embargo, alcanzar la homocigosis requiere varios retrocruzamientos o, al menos, seis
generaciones de endogamia. Por tanto, estos procedimientos consumen mucho tiempo y
requieren mucha mano de obra. Una técnica mas rapido para lograr la homocigosis es el
uso de plantas haploides.

Los haploides contienen un unico juego de cromosomas Yy, a menudo, poseen

rasgos deseables. En las plantas diploides, la presencia del alelo dominante puede
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enmascarar dichos rasgos. Ademas, es necesario producir doble haploides (DH) para
su cultivo. Los DH pueden obtenerse de forma espontanea o tratando haploides con
colchicina para inducir la duplicacion cromosémica. Los DH son totalmente homocigotos
en todos los loci y pueden producir semillas mediante recombinacién, también alcanzan
la homocigosis en una sola generacion, con lo cual reduce considerablemente el tiempo
necesario para obtener lineas totalmente homocigotas en comparacion con el método de

mejora convencional explicado anteriormente.

2. TIPOS DE EMBRIOGENESIS EN PLANTAS

La condicion haploide se presenta de forma natural, pero es poco frecuente y
limitado a unas pocas especies. Por ello, la mejora genética requiere la produccion
in vitro y una etapa critica consiste en seleccionar el tejido haploide en el estadio de
desarrollo adecuado y conferirle caracter embriogénico (la capacidad de producir
embriones) mediante su cultivo en medios especificos y bajo condiciones de crecimiento
apropiadas. En consecuencia, la produccion in vitro de haploides plantea desafios y exige

conocimientos sobre la embriogénesis.

21. EMBRIOGENESIS CIGOTICA

El proceso de formacion del embrion a partir del cigoto se define como
embriogénesis cigotica. Una planta tipica consta de raices, tallos, hojas y érganos
reproductores (flor y fruto), y se denomina esporofito, el cual es diploide (2n). Durante
el ciclo reproductivo, el esporofito produce gametofitos masculinos y femeninos
multicelulares dentro de la flor. Los gametofitos son haploides (n), ya que son el resultado
de la division celular meidtica, posteriormente experimentan divisiones mitdticas para
producir gametos maduros haploides. El gameto masculino es un grano de polen maduro
(espermatozoide) producido por las anteras, mientras que el gameto femenino (saco
embrionario) es producido dentro del ovario. La fusion de los gametos masculinos y
femeninos genera un cigoto diploide mediante un proceso conocido como fecundacion.
El cigoto experimenta posteriormente varias divisiones celulares mitoticas para formar
el embrion y dar lugar al desarrollo de la semilla. El embrién contenido en la semilla
posee todas las caracteristicas basicas necesarias para generar una planta completa.
De este modo, cada planta presenta un ciclo vital caracterizado por la alternancia entre

generaciones haploides y diploides.
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2.2. EMBRIOGENESIS APOMICTICA

La apomixis se define como la formacion asexual de semillas a partir de los tejidos
maternos del évulo, eludiendo los procesos de meiosis y fecundacion, y dando lugar al
desarrollo del embrién (Bicknell y Koltunow, 2004).

Existen dos tipos de apomixis en las plantas: esporofitica y gametofitica. En
la apomixis esporofitica, el embrion se desarrolla directamente a partir de una célula
somatica no reducida (diploide) del évulo (p. €j., del tegumento o de la nucela); este
fendmeno también se conoce como embrion adventicio. En la apomixis gametofitica,
el embridon se desarrolla a partir de un saco embrionario no reducido. Dicho saco puede
originarse a partir de una célula madre de la megaspora que no ha realizado la division
reduccional —proceso denominado diplosporia— o bien a partir de una célula somatica
que actua como espora para producir el saco embrionario, proceso denominado
aposporia. El saco embrionario no reducido continta su desarrollo y forma una ovocélula
diploide, asi como sinérgidas y células antipodas diploides. La ovoceélula diploide acaba
desarrollandose hasta formar un embrion sin necesidad de fecundacion, proceso
conocido como partenogénesis. Las sinérgidas y las antipodas también pueden formar
embriones mediante un proceso llamado apogamia. En la apomixis gametofitica, la célula
central se desarrolla de forma auténoma para formar un endospermo funcional; sin
embargo, en algunas especies la apomixis requiere polinizacion para iniciar el desarrollo

del endospermo, fendmeno denominado pseudogamia.

2.3. EMBRIOGENESIS SOMATICA

Las células vegetales son totipotentes por naturaleza. La totipotencia celular
se define como la capacidad de las células vegetales para regenerarse en una planta
completa. Por lo tanto, las plantas pueden iniciar la embriogénesis a partir de muchas
células somaticas distintas del cigoto —proceso denominado embriogénesis somatica—,
lo que genera descendientes genéticamente idénticos (propagacion clonal) a la planta
madre (salvo que se produzca variacion somaclonal). Las plantas poseen una totipotencia
celular Unica que permite cultivar tejidos de casi cualquier parte de la planta para generar
un nuevo individuo, una practica conocida como cultivo de tejidos vegetales. La posibilidad
de regenerar una planta completa a partir de una sola célula o de unas pocas células no
cigoticas fue propuesta por Gottlieb Haberlandt (1854-1945) en 1902. En 1958, Frederick
C. Steward (1904-1993) y sus colegas de la Universidad de Cornell lograron producir

plantas a partir de segmentos obtenidos de la raiz principal de zanahoria mediante
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técnicas de cultivo de tejidos. Estos pequenos explantos estaban constituidos por células
diferenciadas del floema secundario.

2.4. EMBRIOGENESIS GAMETICA

En condiciones normales, las células gaméticas producen gametos (polen o saco
embrionario) a través de la via gametofitica. Sin embargo, en ciertas etapas, debido a
condiciones ambientales desfavorables, las células gaméticas producen directamente
embriones o estructuras similares a embriones en lugar de gametos. Estos embriones
se desarrollan posteriormente en esporofitos haploides que contienen un tnico conjunto
de cromosomas.

Por lo tanto, los haploides son “un esporofito que contiene un unico conjunto de
cromosomas (2n = x)”. Las plantas haploides son estériles, ya que no pueden experimentar
la recombinacion meidtica para emparejar sus cromosomas. Por consiguiente, ya no
producen semillas y no pueden cultivarse mediante propagacion. Sin embargo, esto no
limita el uso de haploides en el mejoramiento genético, ya que los haploides duplicados
(DH) pueden generarse mediante duplicacion cromosémica espontanea o inducida (Burk
et al., 1979; Kochhar et al., 1971; Sunderland y Wicks, 1971).

Los DH son fértiles y se propagan por semillas. Ademas, son completamente
homocigotos, en todos los loci, en una generacion, lo que acorta el tiempo de
mejoramiento y permite una seleccion facil y rapida de rasgos agronémicos. En contraste
con la produccion de lineas homocigotas mediante procedimientos de mejoramiento
convencionales que requiere mucho tiempo y mano de obra, ya que exige varias
generaciones de retrocruzamiento o autopolinizacion.

La embriogénesis gamética es de dos tipos: embriogénesis androgénica
(androgénesis) y embriogénesis gindgena (ginogénesis). En la androgénesis, una
célula gamética masculina (microspora) produce embriones directamente, en lugar de
diferenciarse en granos de polen o gametos maduros a través de una via gametofitica.
Es posible la formacion de un callo previamente en este caso se llama embriogénesis
indirecta (Touraev et al., 1997).

La embriogénesis ginogénica (ginogénesis) consiste en la produccion de
embriones exclusivamente a partir de un gametofito femenino (évulos, ovulos unidos a la

placenta, ovarios o botones florales completos).

3. ASPECTOS CELULARES DE LA ANDROGENESIS

Durante el desarrollo normal del polen, la célula madre del polen (CMP)

experimenta meiosis para producir cuatro microsporas haploides (microesporogénesis).
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Las microsporas son uninucleadas (poseen un solo nuicleo) y contienen una gran vacuola.
Las microsporas experimentan una division asimétrica (mitosis de la microspora) que da
lugar a una célula generativa pequefa y a una célula vegetativa grande; este producto
bicelular se denomina polen. La célula generativa dentro del polen joven se divide
nuevamente (segunda mitosis) para producir dos células espermaticas, mientras que
la célula vegetativa se detiene en la fase G1 del ciclo celular y cesa su division. En esta
etapa, el grano de polen acumula granulos de almidon y otros productos de reserva hasta
alcanzar su tamano completo (Bedinger, 1992; Gresshoff y Doy, 1972; Maraschin et al.,
2005; McCormick, 1993). Por tanto, el polen en esta etapa es una célula gametofitica
altamente diferenciada y esta listo para participar en el proceso de reproduccion sexual.

En algunos casos, las microsporas producen embriones de forma asexual;

estos embriones se denominan_embriones androgénicos y el proceso se conoce como

embriogénesis androgeénica. Asi, el embrion androgénico resulta de una reprogramacion

completa del desarrollo gametofitico normal de la microspora hacia un crecimiento
esporofitico. Diversas evidencias experimentales sugieren que la transicion entre la
microesporogénesis y la microgametogénesis es un punto critico para determinar la via
de desarrollo, ya que una alteracién en la primera mitosis (mitosis de la microspora) basta
para desviar la microspora hacia la via esporofitica y producir embriones en lugar de polen.
Existen tres fases superpuestas durante el mecanismo de accion de la androgénesis
(Maraschin et al., 2005):

Fase I: Adquisicion del potencial embriogénico. Esta fase conlleva la represion de
la capacidad de la célula agamética para participar en el desarrollo gametofitico
y conduce a la desdiferenciacion celular para adquirir capacidad androgénica.
Diversos factores fisioldgicos y ambientales influyen en esta fase del desarrollo.

Fase ll: Inicio de la divisidon celular. Esta fase implica la segmentacion temprana
de las microsporas, lo que conduce a la formacion de estructuras multicelulares

(EMC) en el interior de la pared del polen (exina).

Fase llI: Formacién de patrones. En esta fase, se produce la liberacion de las
EMC mediante la ruptura de la pared del polen y tiene lugar la formacion de
patrones para generar estructuras similares a embriones, también denominadas

embrioides androgénicos.

3.1. DIFERENTES RUTAS QUE CONDUCEN A LA ANDROGENESIS

Para la androgénesis son necesarios dos pasos: el cambio del programa

gametofitico para inducir la via embriogenética y el desarrollo del embrioide
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(Sangwan y Camefort, 1983). La embriogénesis androgenética solo se ha observado
experimentalmente in vitro cuando las microsporas se cultivan en una etapa especifica
de desarrollo (Bhojwani et al., 1973). El cultivo in vitro de anteras en la etapa de tétrada o
en la etapa binucleada puede utilizarse para inducir la androgenesia (Kameya y Hinata,
1970); sin embargo, se demostro que las microsporas que se encuentran justo antes o en
el momento de la primera mitosis (mitosis de la microspora) poseen un mayor potencial
androgenético (Nitsch y Nitsch, 1969).

Via I. La microespora uninucleada, en lugar de experimentar la division asimétrica
para formar el nicleo generativo y vegetativo, se divide simétricamente dando lugar a dos
nucleos idénticos (Nitsch y Norreel, 1973) o bien se produce una segmentacion directa
(Rashid y Street, 1974). La division simétrica se observo en Brassica napus (Indrianto et
al., 2001; Zaki y Dickinson, 1991), donde las microsporas se dividen simétricamente para
producir dos células hijas, y ambas conducen a un desarrollo esporofitico.

Via Il. La microespora uninucleada se divide asimétricamente para producir
células generativa y vegetativa, tal como ocurre durante el desarrollo normal del polen. La
célula generativa degenera tras una o dos divisiones, pero la célula vegetativa se divide
repetidamente para formar un embrién o callo haploide. La via se observa cominmente
en Nicotiana, Datura, Zea mays, Hordeum vulgare y Triticum aestivum (Clapham, 1971; lyer
y Raina, 1972; Pescitelli y Petolino, 1988; Sunderland y Wicks, 1971).

Via lll. La microspora uninucleada se divide asimétricamente para formar una
célula vegetativa y una generativa; sin embargo, los embriones polinicos se forman
principalmente a partir de la célula generativa por si sola. La célula vegetativa no se divide
o lo hace de manera limitada, formando una estructura similar a un suspensor (p. €j., en
H. niger).

Via IV. La microspora uninucleada se divide asimétricamente para formar células
vegetativa y generativa. Ambas células se dividen repetidamente y producen embriones
en desarrollo. Este fendmeno se ha observado en cultivos de anteras de Datura innoxia.

Via V. En B. napus, la primera division es simétrica y los embriones polinicos se
desarrollan exclusivamente a partir de la célula vegetativa independientemente de los
diferentes modos de accion en el patron de division de la microspora, todos estos granos
de polen deben desdiferenciarse para formar una estructura multicelular (MCS, por sus
siglas en inglés). Estas MCS finalmente rompen la pared del polen y experimentan una
diferenciacion posterior para regenerar una plantula completa. La regeneracion de una
plantula a partir de una MCS puede ocurrir mediante embriogénesis directa o indirecta.

Durante la embriogénesis directa, las MCS rompen la pared en el estadio globular y
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adquieren estructuras similares a embriones, de las cuales emergen plantulas en un
plazo de 4 a 8 semanas. En el caso de la embriogénesis indirecta, las MCS se dividen
unas pocas veces para formar un callo, el cual rompe la pared del polen. Posteriormente,
el callo se diferencia para formar embriones o regenerar raices y brotes. Las plantas
derivadas de callos presentan variaciones genéticas vy, por lo general, no son deseables

para la produccion de haploides homocigotos.

3.2. TEORIAS SOBRE LA INDUCCION DE LA ANDROGENESIS

La formacion de embriones androgenéticos se produce debido a un cambio del
desarrollo gametofitico al esporofitico; sin embargo, el momento preciso en que esto
ocurre sigue siendo objeto de debate. La teoria indeterminista sostiene que dicho cambio
tiene lugar tras la separacion del boton floral de la planta donante y que las condiciones
de cultivo son las responsables de este. Segun esta hipotesis, todos los granos de polen
cultivados tienen potencial androgénico si se cultivan antes de que se desactiven los
genes que determinan el desarrollo gametofitico (Vasil, 1973).

Por otro lado, la teoria determinista establece que el entorno influye en la
diferenciacion de los gametos masculinos durante la meiosis de las células madre del
polen (CMP). Durante una meiosis normal, se mantienen los determinantes gametofiticos
y se eliminan los esporofiticos. Si los determinantes esporofiticos persisten debido a una
meiosis andmala de las CMP, la célula adquiere un potencial androgénico. Segun Heberle-
Bors (1985), la capacidad androgénica de las microsporas se determina Unicamente
durante la meiosis; una vez finalizada esta, solo la viabilidad de dicho polen predeterminado
puede verse afectada. Se propone que, tras la meiosis, el grano de polen dispone de una

oportunidad adicional para volverse embriogénico durante la etapa de polen uninucleado.

3.3. FACTORES QUE AFECTAN LA ANDROGENESIS

Diversos factores endogenos y exogenos influyen en la embriogénesis de
las microsporas, siendo los mas determinantes el genotipo de la planta donante y
sus condiciones de crecimiento. A menudo, dos cultivos distintos del mismo genotipo
muestran una variacion considerable al utilizar el mismo medio de cultivo; por ello, suele

recomendarse modificar los protocolos establecidos para adaptarlos al nuevo sistema.

3.3.1. Genotipo de las plantas donadoras

El éxito de la androgénesis depende del potencial genético de la planta donante.

Pueden existir variaciones intraespecificas (dentro de la misma especie) o interespecificas
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(entre especies distintas). La variacion intraespecifica observada es tan elevada que
algunas lineas (cultivares) de una especie muestran una buena respuesta androgénica,
mientras que otras presentan una respuesta extremadamente pobre o nula. Por ejemplo,
en T. aestivum, de un total de 21 cultivares, solo 10 son capaces de producir haploides.
En el caso del arroz, la respuesta a la androgénesis es mayor en los cultivares de tipo
*Japonica* que en los de tipo Indica (Bajaj, 1990; Cho y Zapata, 1990; Miah *et al.*, 1985;
Raina y Zapata, 1997).

Las variaciones genotipicas podrian minimizarse mediante el desarrollo de
protocolos especificos para cada genotipo; sin embargo, esto requiere un estudio detallado
de los factores fisioldégicos y una amplia manipulacion de las condiciones de cultivo in
vitro (Dunwell et al., 1987). Como método alternativo, se puede transferir el caracter
androgénico desde lineas con alta capacidad androgénica hacia material de mejora que
originalmente presentaba un comportamiento recalcitrante (sin respuesta al cultivo de
anteras). Este enfoque se ha probado con éxito en papa, cebada y maiz (Foroughi-Wehr et
al., 1982; Jacobsen y Sopory, 1978; Petolino et al., 1988; Wenzel y Uhrig, 1981). El caracter
androgénico (o la capacidad de cultivo de anteras) es un caracter cuantitativo controlado
por genes de herencia nuclear (Miah et al., 1985). Por consiguiente, la seleccion de los
loci de caracteres cuantitativos (QTL) responsables de la capacidad de cultivo de anteras
resultara util para seleccionar progenitores destinados al mejoramiento de haploides.
En arroz, se identificaron QTL relacionados con la capacidad de cultivo de anteras en
una poblacién derivada del cultivo de anteras de una linea de doble haploide (DH). Se
identificaron cinco QTL en los cromosomas 6, 7, 8, 10 y 12 asociados a la frecuencia de
induccion de callos. Asimismo, se hallaron dos QTL para la diferenciacion de plantulas
verdes en los cromosomas 1y 9, y un QTL para la diferenciacion de plantulas albinas, pero
no se encontro ningun QTL independiente para la frecuencia de obtencion de plantulas
verdes. Por tanto, la respuesta al cultivo de anteras no es un caracter simple o Unico; mas
bien, consta de varios componentes que corresponden a mecanismos independientes y

con patrones de herencia distintos, segun se detalla a continuacion:

1. Induccién de callos: la capacidad de las microsporas presentes en las
anteras cultivadas para iniciar divisiones y dar lugar a una acumulacion celular

en proliferacion.

2. Estabilizacion del callo: la preservacion de células completas y plenamente

funcionales dentro del callo.

3. Induccion de plantulas: la capacidad de las células de los callos para dar

lugar a embriones y plantas.
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4. Formacion de plantulas verdes frente a albinas: la produccion de plantas

haploides y DH verdes plenamente funcionales.

3.3.2. Estado fisiologico de las plantas donadoras

La respuesta androgénica esta muy influenciada por la fisiologia y las condiciones
ambientales de las plantas donantes. Las anteras de plantas donantes débiles producen
solo unos pocos embriones o callos in vitro. Sin embargo, las condiciones fisiologicas
oOptimas varian de una especie a otra. Se observa que el primer conjunto de botones
florales da una mejor respuesta que los que nacen mas tarde (Sunderland y Wicks, 1971;
Sato et al., 1989). Por lo tanto, las anteras deben cultivarse a partir de los primeros botones
florales durante la floracidon. También se observa que la formacion de plantulas falla a partir
de anteras de D. metel que han superado la etapa de maxima floracion (Narayanswamy y
Chandy, 1971). Por el contrario, las microsporas aisladas de plantas mas viejas de B. napus
produjeron mas embriones que las de plantas mas jovenes (Takahata et al., 1996). Se ha
informado que las anteras de plantas tardias dan una mejor respuesta.

Los niveles enddgenos de hormonas y el estado nutricional de la antera también
afectan a la androgenesis. El aumento del acido abscisico (ABA) durante el estrés hidrico
incrementa la frecuencia de microsporas androgénicas en H. vulgare (Wang et al., 1999).
Las plantas cultivadas en condiciones de deficiencia de nitrégeno producen un mayor
numero de embriones derivados de microsporas que aquellas a las que se les suministra
fertilizante (Sunderland, 1978). Se sugiere que las caracteristicas del polen embriogénico
—tales como una estructura de la exina mas fina, una tincion débil con acetocarmin, la
presencia de una vacuola y la ausencia de granos de almidon— son consecuencia de la
carencia de nitrogeno (Heberle-Bors, 1982).

Las condiciones ambientales —como el fotoperiodo, la calidad e intensidad de
la luz, la temperatura, la nutricion y los fertilizantes, la concentracion de CO, y diversos
tipos de estrés bidtico y abiotico— influyen en el proceso de androgenesis. Las anteras
recolectadas de plantas cultivadas en campo ofrecieron una mejor respuesta que las
provenientes de plantas cultivadas en invernadero (Vasil, 1980). La duracién del dia y la
temperatura durante la meiosis provocan una desviacion en el equilibrio sexual vy, por
consiguiente, un aumento en la frecuencia de polen embriogénico en N. tabacum (Heberle-
Bors, 1982). Algunos estudios también han demostrado que tanto el fotoperiodo como la
intensidad luminica influyen en la androgenesis (Dunwell, 1976). En el caso de las especies
de Brassica, las plantas donantes se cultivan inicialmente a 20 °C/15 °C, reduciéndose la

temperatura a 10 °C/5 °C justo antes de la emision del tallo floral. Los botones florales
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recolectados en el momento oportuno de estas plantas sometidas a estrés dieron lugar
a una mayor frecuencia de embriones derivados de microsporas (Ferrie et al., 1995). Sin
embargo, el mismo enfoque de tratamiento por frio no funcioné en otras especies como el
esparrago (Wolyn y Nichols, 2003), el pimiento (Lantos et al., 2009) o Saponaria vaccaria
L. (Kernan y Ferrie, 2006).

3.3.3. Estado de desarrollo de la microspora

La etapa de desarrollo apropiada de la microspora para la androgénesis varia
entre especies y también segun el tratamiento utilizado para la induccion. Basicamente,
se pueden obtener haploides cultivando el polen en diferentes etapas de desarrollo (p.
ej., tétrada de polen, polen joven uninucleado, polen intermedio uninucleado, polen tardio
uninucleado, polen binucleado y polen maduro). Generalmente, las microsporas presentan
una alta competencia androgénica alrededor de la primera mitosis (etapa uninucleada) o
granos de polen bicelulares en estadios temprano o intermedio); sin embargo, pierden su
capacidad androgénica una vez que acumulan granos de almidon (Heberle-Bors, 1989). En
B. napus, los granos de polen uninucleados tardios y los bicelulares tempranos mostraron
una mayor respuesta, mientras que en N. tabacum respondieron mejor los granos de
polen uninucleados mas jovenes. No obstante, en Arabidopsis thaliana, se demostro que
las células madre de las microsporas en las primeras etapas de la meiosis poseian una
alta competencia embriogénica (Gresshoff y Doy, 1972). En Lycopersicon esculentum
(tomate), las microsporas presentes en las anteras en estadio de meiocito —justo antes
de la compartimentacion de la tétrada— mostraron una mejor respuesta (Segui-Simarro
y Nuez, 2005). El estadio de desarrollo de la microspora también puede influir en el nivel
de ploidia de la planta resultante. Las anteras con microsporas uninucleadas dan lugar
a plantas haploides, mientras que las microsporas binucleadas (y aquellas en estadios
binucleados mas avanzados) generaron plantas diploides vy triploides, respectivamente
(Engvild et al., 1972). Por consiguiente, la recoleccion de las anteras en el estadio adecuado
para obtener polen con competencia embriogénica resulta crucial para la androgenesis.
El estadio de desarrollo del polen puede examinarse mediante tincion con acetocarmin
(acetocarmin al 1 % en acido acético al 45 %), aplastando las anteras directamente en la

solucion colorante.

3.3.4. Pretratamientos

Numerosas investigaciones demuestran que la microespora uninucleada, justo

antes de la primera mitosis, es la mas propicia para la induccién de la androgénesis.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 5 m



Durante este proceso, la microespora experimenta diversos cambios bioquimicos
y fisioldgicos, que se han utilizado como marcadores para determinar la capacidad
embriogénica de la microespora. No obstante, estos marcadores no son universales para
todas las especies, ya que cada una presenta cambios distintos durante la androgénesis.
La microespora uninucleada sometida a estrés adquiere una estructura «estrellada», con
un nucleo central rodeado de filamentos citoplasmaticos radiales (Touraev et al., 1996). Se
ha observado que esta morfologia estrellada es indicativa de microsporas embriogénicas
en diversas especies, como el trigo, el tabaco, el arroz y el manzano (Hofer, 2004).

Se han aplicado distintos tipos de estrés (frio, calor, privacion de nutrientes y
agentes quimicos) como tratamientos previos en plantas donantes, espigas o botones

florales aislados y anteras cultivadas (Shariatpanabhi et al., 2006).

A. FRIO
El tratamiento en frio se lleva a cabo a una temperatura de entre 4 y 10
°C durante un periodo que oscila entre unos pocos dias y varias semanas,
dependiendo del genotipo de la planta donante. La aplicacion de este
tratamiento se describio por primera vez en cultivos de anteras y microsporas
de Datura (Nitsch y Norreel, 1973). Posteriormente, otros estudios informaron
sobre la induccién de embriogénesis de microsporas mediante bajas
temperaturas en cebada, arroz, trigo harinero, trigo duro, avena, triticale, Citrus
clementina y lino (Shariatpanabhi et al., 2006). También se aplico el tratamiento
en frio a cultivos de anteras de tabaco para inducir la embriogénesis. El
pretratamiento de cultivos de anteras a 5 °C durante los dos primeros dias
favorecié la androgénesis en Cyclamen persicum Mill. (Ishizaka y Uematsu,
1993). Diversos estudios demuestran que las plantas sometidas a tratamiento
en frio producen plantas doble-haploides (DH) de forma espontanea debido a

un aumento de la endorreduplicacion.

B. CALOR
El pretratamiento térmico es muy eficaz en el desarrollo de la embriogénesis
del polen. Generalmente se realiza a 33-37 °C durante un periodo que varia de
varias horas avarios dias. El tratamiento térmico se ha utilizado en microsporas
aisladas de colza, trigo, tabaco, berenjena y otros cultivos (Shariatpanahi et
al., 2006). La temperatura optima para el tratamiento térmico varia segun el
genotipo. La androgénesis se vio favorecida en B. campestris L. mediante el

cultivo de las anteras a 35 °C durante 1 a 3 dias antes de su cultivo a 25 °C.
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C. AYUNO
El estrés por privacion de nutrientes se ha utilizado para inducir la
embriogénesis del polen en muchos cultivos. En el caso del tabaco, se ha
empleado la privacion de azucares y de nitrogeno. Sin embargo, la privacion
de azucares dio lugar a una elevada embriogenicidad en microsporas aisladas

de tabaco, arroz, cebada, manzano y centeno (Shariatpanahi et al., 2006a).

D. COLCHICINA
Se empled un tratamiento con colchicina en cultivos de microsporas aisladas
de B. napus y café. El cultivo de microsporas de B. napus tratado con
concentraciones de 50 y 500 mg/I produjo un elevado niimero de embriones,
y la eficiencia de la duplicacion cromosomica oscilé entre el 83 % y el 91
%. La colchicina es un farmaco que altera los microtubulos; su aplicacion
provoca la despolimerizacion de estos durante la divisidn celular, lo que

impide la formacién del huso mitético (proceso necesario para desplazar los

cromosomas hacia los polos opuestos antes de que la célula entre en la fase
G2) y da lugar a la endorreduplicacion o endomitosis.

La respuesta de las microsporas a la colchicina parece depender de su
estadio de desarrollo. En colza, la mayor frecuencia de embriogénesis se ha
obtenido en microsporas vacuoladas, un estadio ligeramente anterior al de la

poblacién que responde a la induccion por calor (Zhao et al., 1996).

E. ESTRES (RADIOACTIVO, QUIMICO)
Se utilizé irradiacion gamma para inducir la embriogénesis en cultivos
de anteras de colza y tomate (Shtereva et al., 1998). La combinacion de
radiacion seguida de un tratamiento de frio (10 °C durante nueve dias)
aumento la embriogénesis en los cultivos de anteras de tomate. Asimismo,
se ha empleado la radiacion para obtener plantas androgénicas a partir de
variedades recalcitrantes de arroz, cebada y Solanum nigrum (Aldemita y
Zapata, 1991; Kopecky y Vagera, 2005; Vagera et al., 2004). La irradiacion
altera los niveles de auxinas y citoquininas en el tejido somatico, pero no esta
claro si este cambio es la causa de la androgenesis. Otros tipos de estrés
menos estudiados —tales como la presion atmosférica reducida, el ABA,
el etanol, el choque hiperténico y el tratamiento centrifugo— solo se han
evaluado en unas pocas especies (Imamura y Harada, 1980; Pechan y Keller,
1989; Tanaka, 1973; Wang et al., 1981). Apenas existen informes recientes que

amplien la aplicacion de estos tratamientos de estrés a otras especies. Se
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utilizé un pH elevado del medio o medios que contenian metales pesados,
como el litio, para inducir la embriogénesis en microsporas de N. tabacum
(Barinova et al., 2004; Zonia y Tupy, 1995). Las microsporas de *B. napus* se
cultivaron en presencia de sustancias quimicas inductoras (Liu et al., 2003).
No obstante, todos estos nuevos tipos de estrés requieren ser evaluados

detalladamente en otras especies.

4. CULTIVO DE MICROSPORAS

La base de este método consiste en aislar microsporas de las anteras y
cultivarlas para producir plantas haploides o doble-haploides (DH). Si bien la mayoria
de los estudios iniciales preferian el cultivo de anteras intactas para la produccion de
plantas haploides, recientemente se prefiere el cultivo de microsporas aisladas, ya que
este aporta diversas ventajas al campo. Mediante la técnica de cultivo de microsporas
aisladas es posible obtener callos haploides con pureza genética (donde todas las células
del callo sean haploides). Esta técnica exige un mayor nivel de equipamiento y destreza
para eliminar la pared somatica de la antera y liberar los granos de polen individuales.
La eliminacion del tejido somatico durante el aislamiento del polen es crucial, ya que su
presencia puede dar lugar a callos, embriones y plantas diploides, resultando en una
mezcla de callos haploides y diploides. El cultivo de polen aislado se realizé por primera
vez en Petunia hybrida (Binding, 1972), inoculando una gran cantidad de granos de
polen en un medio nutritivo para obtener masas de tejido multicelular a partir de granos
individuales. Posteriormente, se establecio el cultivo de microsporas para numerosas
especies, tales como Nicotiana tabacum, B. napus, cebada y tabaco. En el caso de *B.
napus®, los botones florales se incubaron a 4 °C durante varios dias antes de aislar el
polen. A continuacion, los granos de polen se cultivaron en un medio que contenia acido
1-naftalenacético (ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP), ademas de extractos de patata,
para obtener embrioides y plantas. Este estudio demostrd con éxito la produccion de

haploides mediante la técnica de cultivo de microsporas aisladas.

41. AISLAMIENTO DE POLEN

Se emplearon diversos meétodos para aislar las microsporas. Se utilizaron
principalmente la centrifugacion en gradiente, el método de liberacion espontanea de

microsporas y el método de compresion de anteras.
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41.1. Método de liberacion

En este enfoque, las anteras se colocan directamente en un medio liquido y se
permite que liberen sus microsporas. Posteriormente, estas microsporas se cultivan para
el desarrollo de callos y la regeneracion de plantas. El método de liberacion se demostré
inicialmente en cultivos de anteras de tabaco y mas tarde se aplico extensamente al trigo
(Wei, 1982) y a la cebada (Ziauddin et al., 1990). Se recomienda pretratar las anteras con
manitol 0,3 M y macronutrientes durante aproximadamente una semana para aumentar la
liberacion durante el cultivo (Kasha et al., 2001). La técnica de liberacion ha sido el método
preferido para la produccion de haploides en Capsicum annuum L. (pimiento) (Supena
et al, 2006). En el caso del pimiento, es fundamental seleccionar botones florales que
contengan mas de un 50 % de microsporas en estadio unicelular tardio y someterlos
a un pretratamiento a 4 °C durante un dia. A continuacion, las anteras se cultivan en un
sistema de medio de doble capa (descrito mas adelante) durante una semana a 9 °Cy,

posteriormente, se incuban a 28 °C en oscuridad continua.

41.2. Método de agitacion con barra magnética

Se trata simplemente de una extension del método de liberacion espontanea.
Las anteras no pueden liberar todas las microsporas al medio liquido, y una cantidad
considerable de polen permanece encerrada en el interior de la pared de la antera. La
aplicacion de agitacion mediante una barra magnética ayuda a liberar las microsporas por
completoy, por consiguiente, influye considerablemente en el rendimiento de microsporas
obtenido mediante la liberacion natural (Cho y Zapata, 1990). Los procedimientos de

liberacion y agitacion no resultaron eficaces en los cultivos de microsporas de trigo.

4.1.3. Método de aislamiento mecanico

Este método puede llevarse a cabo mediante maceracion, trituracion o prensado.

1. Maceracion

En esta técnica, las anteras se presionan a través de un filtro de malla utilizando
una varilla de vidrio o de teflon para recolectar las microsporas. Esta técnica se establecid
inicialmente para el aislamiento de microsporas en B. napus (Lichter, 1982). Recientemente
se ha comenzado a practicar la maceracion seguida de centrifugacion en gradiente. En
este método, los botones florales esterilizados superficialmente se trituran con morteroy
mano de mortero para liberar las microsporas de las anteras. El homogeneizado resultante

se pasa luego por papel de filtro para separar las microsporas de los tejidos somaticos
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de la pared de la antera y del boton floral, y posteriormente se centrifuga utilizando un
gradiente (de Percoll, maltosa o sacarosa) para separar los estadios de desarrollo de las
microsporas. Alternativamente, se pueden triturar directamente las anteras (en lugar de
los botones florales) utilizando mortero y mano de mortero; esto reduce la cantidad de

tejido somatico que debe separarse de las microsporas.

2. Trituracién mecanica (Blending)

Las anteras suspendidas en manitol 0,3 M se colocan en una microtrituradora
y se someten a alta velocidad (20.000 rpm) durante 30 segundos. La microtrituradora
emplea cuchillas afiladas a velocidad moderada y, por tanto, es capaz de cortar
rapidamente las anteras en fragmentos y liberar las microsporas. La suspension
resultante se filtra a través de una malla de nailon de 100 pym para separar los restos de
tejido somatico de las microsporas. La técnica de trituracion mecanica se establecio
inicialmente para aislar microsporas de cebada (Olsen, 1992) y posteriormente se
adapté al trigo (Mejza et al., 1993). Las microsporas liberadas mediante este método
suelen presentar menos dafos y una mayor capacidad embriogénica y reproducibilidad
que las obtenidas por maceracion o por cualquiera de los otros métodos explicados
anteriormente. No obstante, el aislamiento por trituracion mecanica también puede
danar las microsporas, especialmente cuando la velocidad y la duracion del proceso no

estan optimizadas.

5. PROTOCOLO BASICO PARA EL CULTIVO DE POLEN
51. CULTIVO NODRIZA

El uso de la técnica de cultivo nutricional se demostrd por primera vez en L.
esculentum (Sharp et al., 1972). En este método, las anteras intactas del botdn floral se
colocan horizontalmente sobre el medio basal semisolido o solido dentro de un matraz
conico (las anteras intactas actian como tejido nutricional). Un pequefo disco de papel
de filtro se coloca sobre las anteras intactas. Mientras tanto, se debe preparar una
suspension separada de polen —proveniente de las anteras de otro capullo similar— en
un medio liquido (aproximadamente diez granos de polen por cada 5 ml de medio). A
continuacion, se deposita mediante pipeta una gota de dicha suspension sobre un disco
de papel (transfiriendo unos 10 granos de polen a cada disco). En el caso de L. esculentum,
el cultivo nodriza generd numerosos clones en el plazo de un mes, los cuales resultaron
ser uniformemente haploides.

Otros estudios han empleado diferentes partes florales como tejido nodriza. En

la técnica de cultivo nodriza aplicada a N. tabacum, el tejido nodriza estaba constituido
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por estambres, pétalos, sépalos e incluso hojas adultas de la misma planta en la etapa
de mitosis del polen. También se practica la adicion de un extracto acuoso de anteras de
Nicotiana al cultivo de microsporas de Datura y Lycopersicum para actuar como nodriza
del cultivo (Acharya & Ramiji, 1977).

5.2. SISTEMA DE MEDIO DE DOBLE CAPA

Este método deriva del cultivo de liberacion de microsporas y es el sistema de
eleccion, especialmente para el cultivo de microsporas en C. annuum L. (Supena et
al., 2006). El sistema de doble capa consta de dos capas de medio: una inferior y una
superior. La capa inferior es un medio solido que contiene los componentes de Nitsch,
un 2 % de maltosa y un 1% de carboén activado. La capa superior es un medio liquido que
contiene 2,5 uM de zeatina y 5 pM de acido indol-3-acético. Las anteras se suspenden
en el medio liquido para que liberen sus microsporas. Este sistema se evalué con diez
genotipos de pimiento picante y todos ellos respondieron al protocolo. Asimismo, se
recomienda este método para la obtencion de lineas doble-haploides (DH) en programas

de mejora genética de pimiento picante.

6. VENTAJAS DEL CULTIVO DE MICROSPORAS SOBRE EL CULTIVO DE ANTERAS

El cultivo de anteras es una técnica relativamente sencilla para producir
haploides, pero su aplicacion se limita a unos pocos cultivos. Muchos cultivos siguen
siendo recalcitrantes y no responden al cultivo de anteras. A menudo, el rendimiento de
embriones en el cultivo de anteras es relativamente bajo, a pesar de la presencia de miles
de microsporas en su interior. Esta dificultad para obtener rendimientos significativos
mediante el cultivo de anteras impulso el uso del cultivo de microsporas aisladas para la
produccién de haploides.

El cultivo de microsporas presenta varias ventajas frente al cultivo de anteras:

1. En el cultivo de microsporas, las microsporas aisladas quedan expuestas
de manera uniforme al medio nutritivo, lo que facilita que los embriones en
desarrollo accedan a una mejor disponibilidad de nutrientes. En el cultivo de
anteras, las microsporas se encuentran hacinadas dentro de la pared de la
anteray, por tanto, no quedan expuestas uniformemente al medio nutritivo.

2. En el cultivo de microsporas, es posible lograr la pureza genética del callo
haploide. En el cultivo de anteras, la pared de la antera puede producir callo
somatico diploide, lo que provoca impureza genética en el callo. Ademas, las

secreciones de la pared de la antera (capa del tapete) afectan negativamente
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a la embriogénesis de las microsporas y a menudo perturban el control
estricto de las condiciones de cultivo.

3. El cultivo de microsporas permite obtener un rendimiento significativo de
embriones. Es posible conseguir cientos o incluso miles de embriones a partir
de las microsporas aisladas de una sola antera. El cultivo de anteras tiene
una eficiencia limitada, ya que produce pocos embriones por antera cultivada.

4. Enelcultivo de microsporas, los factores in vitro pueden afectar directamente
alamicrosporay alos embriones derivados de ella. En el cultivo de anteras, las
microsporas estan encerradas en el interior de las anteras y, por consiguiente,
no quedan expuestas directamente a las condiciones in vitro; el efecto se
transmite a través de la pared de la antera.

5. Enelcultivode microsporas, es posible monitorizar el proceso de androgenesis
—como la maduracion de la microspora y el desarrollo del embrion — desde
la etapa de célula individual. Esto ayuda a regular los diversos factores que
rigen la androgénesis.

6. El cultivo de microsporas es adecuado para comprender los procesos
celulares, fisiologicos, bioquimicos y moleculares implicados en la
androgénesis.

7. El cultivo de microsporas es ideal para estudios de mutagenia, ya que un
grano de polen individual puede exponerse de manera uniforme a agentes
mutagénicos quimicos y fisicos.

8. Elcultivo de microsporas es la Unica opcion para algunas especies que siguen
siendo recalcitrantes a la androgenesis.

Algunas de las desventajas del cultivo de microsporas:

1. El cultivo de microsporas aisladas requiere un mejor equipamiento y una
mayor cualificacion técnica.

2. Laviabilidad y la desecacion de la microspora aislada son factores cruciales
que deben tenerse en cuenta.

3. Los rendimientos son variables. En algunos casos, casi todas las microsporas
del cultivo produjeron embrioides y, en otros, ninguna de ellas mostrd

respuesta.

7. PRODUCCION DE PLANTAS HAPLOIDES Y DOBLE-HAPLOIDES

El desarrollo espontaneo de haploides se describid por primera vez en el algodén

Sealsland (Harland, 1920). Desde entonces, se hainformado de la aparicion de embriones
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haploides naturales —derivados de células del saco embrionario por via apomictica— en
mas de 71 especies pertenecientes a 39 géneros y 16 familias de angiospermas (Acharya
y Ramiji, 1977). Sin embargo, los haploides naturales no se producen con frecuencia vy,
por tanto, su importancia practica es menor. Esta limitacion impulsé a los mejoradores
a inducir la produccion de haploides mediante diversos métodos. Inicialmente (antes de
la década de 1960), los haploides se obtenian mediante técnicas *in vivo*, tales como
la hibridacion interespecifica o amplia, la eliminacion cromosémica y la polinizacion
con polen irradiado. Estas técnicas *in vivo* producian haploides con poca frecuencia
y en cantidades muy reducidas, por lo que, en aquella época, su uso se destinaba

principalmente a estudios genéticos mas que al mejoramiento vegetal.

71. PRODUCCION DE HAPLOIDES *IN VIVO*

La produccion de haploides *in vivo* puede lograrse modificando el método de
polinizacion; por ejemplo, mediante la polinizacion con polen de la misma especie (p. €j.,
maiz), con polen irradiado, o con polen de una especie pariente-lejana (p. ej., cebada y
papa) o no emparentada (p. ej., trigo). La polinizacion mediante estos métodos provoca la
eliminacion de los cromosomas paternos durante las primeras etapas de la embriogénesis,
lo que da lugar a embriones haploides. Asimismo, estos métodos inducen la fecundacion
de los nucleos polares y el desarrollo de un endospermo funcional, lo que conduce al
desarrollo partenogenético de los embriones haploides. La partenogénesis es el proceso

de formacion de un embridn sin que se produzca la fecundacion de la ovocélula

71.1. Polinizacion con polen de la misma especie (cruzamiento intraespecifico)

Este método implica el cruzamiento legitimo dentro de la misma especie
utilizando genotipos inductores seleccionados. Dicho cruzamiento intraespecifico da
lugar a una mezcla de embriones hibridos normales y embriones maternos haploides con
endospermos triploides normales. La primera linea inductora de haploidia identificada
mediante este método se describid en la cepa genética de maiz «Stock 6». Los
granos que contienen embriones haploides producen plantulas haploides viables; por
consiguiente, este método evita el cultivo in vitro de embriones haploides para regenerar
una planta completa.

La polinizacién con polen irradiado de la misma especie también puede producir
haploides de origen materno. En este método, la polinizacion estimula el desarrollo del
embridn, pero el polenirradiado no logra fecundar la ovocélula. Esta técnica se ha utilizado
con éxito en diversas especies, como el manzano, la mora, el pepino, la cebolla, el melon,

el girasol, el kiwi y algunas otras (Murovec & Bohanec, 2011). El método requiere una
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emasculacion eficiente — proceso laborioso — y la aplicacion de una dosis de irradiacion
adecuada es crucial para inducir la produccion de haploides. El polen expuesto a dosis mas
bajas aun puede fecundar los évulos, dando lugar a embriones hibridos y, posteriormente,
a fenotipos andémalos. Las dosis mas elevadas reducen el rendimiento de embriones, pero

generan mayoritariamente embriones haploides.

71.2. Hibridacion amplia (cruzamiento interespecifico o intergenérico)

El cruzamiento entre especies se denomina hibridacion amplia y se ha utilizado
eficazmente en diversas especies cultivadas para la produccion de haploides. La
polinizacion (cruzamiento) puede ser interespecifica o intergenérica. En el método de
hibridacion amplia, se produce una eliminacién preferencial de los cromosomas paternos,

lo que da lugar a haploides con cromosomas maternos.

71.21. Polinizacioén interespecifica

La cebada haploide se produjo mediante hibridacion interespecifica entre
la cebada cultivada (H. vulgare, 2n = 2x = 14) como progenitor femenino y la cebada
silvestre (H. bulbosum, 2n = 2x = 14) como progenitor masculino (Forster et al., 2007). La
eliminacion preferencial de los cromosomas paternos de la cebada silvestre H. bulbosum
del embrién en desarrollo da como resultado embriones haploides. Este método también
se conoce como «método bulbosum». Los embriones haploides obtenidos mediante el
método bulbosum presentaban defectos en el endospermo funcional, y se recuperaron
cultivandolos in vitro.

También se obtuvieron haploides en trigo mediante hibridacion interespecifica
trigo-bulbosum, pero se limitd a unos pocos cultivares de trigo (T. aestivum) compatibles
para el cruzamiento con la cebada bulbosum. Posteriormente, se desarrolld un nuevo
método de hibridacion en el que se obtuvieron plantulas de trigo haploides mediante
cruces interespecificos entre trigo (T. aestivum) y maiz (Z. mays). La polinizacién dio lugar
aembriones hibridos, pero en etapas posteriores del desarrollo embrionario, la eliminacion
preferencial de cromosomas de maiz resultd en haploides de trigo. Mas tarde, los
embriones fueron tratados con acido 2,4-diclorofenoxiacético in planta, para rescatarlos.
Posteriormente, se aislaron los embriones en el estadio adecuado y se cultivaron *in vitro*
para obtener plantulas. Esta técnica se aplicé con éxito a numerosos cultivares e hibridos
comerciales de trigo (Niu et al., 2014). La polinizacion con maiz resulta eficaz en otras
especies, como la cebada, el triticale (x Triticosecale), el centeno (Secale cereale) y la

avena (Avena sativa) (Wedzony et al., 2009).
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Se empleo la polinizacion intergenérica para producir individuos haploides en la
patata cultivada (*S. tuberosum* L. subsp. *tuberosum*, 2n = 4x; tetraploide) mediante
el cruce con *S. phureja* (2n = 2x, diploide). Tras la polinizacion, se obtienen embriones
haploides. Cabe senalar que los embriones haploides resultantes de este cruce son
dihaploides (2n = 2x).

La hibridacion amplia resulté especialmente util para la obtencion de haploides a
partir de cultivares de trigo, en los que el cultivo de anteras no ofrecia buenos resultados
debido a las elevadas tasas de albinismo, la baja respuesta de algunos genotipos y la

prolongada duracion de los procesos de induccién y regeneracion.

7.2. PRODUCCION IN VITRO DE HAPLOIDES

Los haploides pueden inducirse mediante el cultivo in vitro de gametofitos

masculinos (androgénesis) o femeninos (ginogénesis).

7.21. Ginogénesis

La ginogénesis se define como la induccién *in vitro* de haploides de origen
materno a partir del cultivo del gametofito femenino. Puede inducirse mediante el cultivo
*in vitro* de diversas partes florales no polinizadas, tales como évulos, évulos unidos
a la placenta, ovarios o botones florales completos. Existen dos tipos de ginogénesis:
directa e indirecta. En la ginogénesis directa, el cultivo del gametofito femenino produce
directamente embrioides. En la ginogénesis indirecta, el cultivo del gametofito femenino
forma un callo que, finalmente, se desarrollara dando lugar a embrioides. La ginogénesis
esta controlada por varios factores, como los estadios de desarrollo de los gametos, el
pretratamiento de los botones florales, los medios de cultivo y las condiciones de cultivo.
Durante el cultivo *in vitro*, el gametofito femenino se desarrolla hasta convertirse en un
saco embrionario maduro. Esto contrasta con la androgenizacion, proceso en el que las
microsporas siguen una via esporofitica; por lo general, no se prefieren las microsporas
maduras para la produccion de haploides. Los sacos embrionarios maduros contienen
varias células haploides —como la ovocélula, las sinérgidas, las células antipodales y los
nucleos polares no fusionados — capaces de formar embriones haploides. Las ovocélulas
son las que presentan mayor potencial ginogenético entre ..todas las demas células, y
pueden desarrollarse directamente en plantas haploides —sin riesgo de variaciones
gametoclonales — o bien a través de la formacion de callos.

La ginogénesis se ha empleado con éxito en diversas especies, tales como la

cebolla, la remolacha azucarera, el pepino, la calabaza, el girasol, el trigo y la cebada, entre
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otras (Murovec & Bohanec, 2011); sin embargo, en el fitomejoramiento solo se utilizan los
haploides de cebolla y remolacha azucarera.

La ginogénesis presenta varias ventajas. Los haploides ginogenéticos muestran
una estabilidad genética relativamente mayor y una menor tasa de albinismo; de hecho,
la ginogénesis en especies de cereales no produjo plantas albinas. No obstante, debido
a ciertas limitaciones, esta técnica siempre se ha considerado una alternativa a la
androgenesis 0 a otros métodos de induccion. La principal limitacion radica en la falta
de protocolos establecidos para la mayoria de las especies y en la obtencion de plantas
diploides o mixoploides durante el proceso. Ademas, el rendimiento de plantas haploides
es bajo, ya que solo se dispone de un ovario por flor. La diseccién de ovarios y 6vulos no

fecundados exige destrezas especiales, lo que dificulta la aplicacion de la ginogénesis.

7.2.2. Androgénesis

La androgénesis se define como la produccion *in vitro* de individuos haploides a
partir de células gaméticas masculinas. Este proceso puede inducirse mediante el cultivo
*in vitro* de anteras o microsporas inmaduras. El primer informe sobre el aislamiento de
tejido haploide de angiospermas a partir de cultivos de anteras se realizd en *Tradescantia
reflexa. Guha y Maheshwari observaron estructuras similares a embriones al cultivar *in
vitro* anteras de Datura innoxia (androgénesis). Posteriormente, confirmaron la naturaleza
haploide de estos embrioides y determinaron que su origen eran las microsporas (Guha
& Maheshwari, 1967). Este trabajo se extendid mas tarde al género Nicotiana, lograndose
la obtencion de embriones haploides a partir de diferentes cepas de N. tabacum y N.
sylvestris (Nitsch & Nitsch, 1969). Hasta la fecha, se ha reportado la producciéon de
haploides mediante cultivo de anteras o microsporas (androgénesis) en mas de 250

especies vegetales.

8. ENFOQUE GENERAL PARA EL CULTIVO DE ANTERAS DESTINADO A LA
PRODUCCION DE PLANTAS HAPLOIDES Y DOBLE-HAPLOIDES

No existe una regla general para establecer las condiciones 6ptimas en el cultivo
de anteras o microsporas; los protocolos pueden variar segun la especie y también entre
distintos cultivares de una misma especie. Por lo general, las etapas de la androgenia
incluyen: seleccion del genotipo, determinacion del estadio de desarrollo del polen,
evaluacion del estado fisioldgico y las condiciones de crecimiento de las plantas donantes,

y pretratamiento.
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81. ESTERILIZACION SUPERFICIAL Y EXCISION DE ANTERAS

Tras el pretratamiento de los botones florales, se procedera a su esterilizacion
superficial para obtener anteras libres de contaminantes. Por lo general, los botones
florales se sumergen en alcohol etilico al 70 % (v/v) durante unos minutos; a continuacion,
se sumergen en una solucion de hipoclorito de sodio (aproximadamente 1,5 % de cloro
activo en agua) con unas gotas de un detergente suave, como Tween 20, durante 10 a 15
minutos. Posteriormente, se realiza un lavado de 3 a 5 minutos con agua destilada estéril,
seguido de la escision aséptica de las anteras de los filamentos y su colocacion en el

medio de cultivo.

8.2. COMPOSICION DEL MEDIO

Por lo general, en la androgenesis se utilizan medios basales como el medio N6
(Chu, 1978), el medio MS (Murashige y Skoog, 1962), el medio de Nitsch y Nitsch (Nitsch
y Nitsch, 1969) y el medio B5 (Gamborg et al., 1968). Se recomienda el medio MS a media
concentracion para las solanaceas y el medio N6 para los cereales (Chu, 1978). Para
inducir la produccion de embriones, se prefiere una fuente de carbohidratos, como la
sacarosa en concentraciones elevadas o, en algunas especies, la maltosa (Powell, 1990).
La aplicacion exdgena de reguladores del crecimiento vegetal facilitd la androgenesis.
Se ha determinado que los reguladores del crecimiento vegetal —tales como auxinas,
citoquininas o una combinacion de ambas — son cruciales para la androgenesis en muchas
especies. La adicion de carbdn activado (0,5-2 g/1) al medio favorecié la androgenesis en
diversas especies (Bajaj, 1990). La suplementacion con otras sustancias, como glutamina,
caseina, prolina, biotina, inositol, agua de coco, nitrato de plata, polivinilpirrolidona (PVP) y
poliaminas alifaticas (PA), facilitd la embriogénesis a partir de microsporas (Reinert et al.,
1977; Tiainen, 1992). El pH del medio influye en la androgenesis y, habitualmente, se ajusta
a un valor de 5,7-5,8. El uso de agentes solidificantes como el agar esta ampliamente
documentado; no obstante, se han empleado otros agentes solidificantes —como almidén

(de papa, trigo, maiz o cebada), Gelrite, agarosa y Ficoll — con beneficios adicionales.

8.2.1. Condiciones de cultivo

Las condiciones Optimas para el cultivo de anteras consisten en incubarlas a 24—
27 °C y exponerlas a una intensidad luminica de unos 2000 lux durante 14 horas diarias
(Reinertet al., 1977). Sin embargo, es necesario determinar las condiciones optimas para
cada sistema de cultivo. Por ejemplo, Vasil (1973) informo sobre el uso de periodos de luz
alternos (12-18 h; 5000-1000 lux/m?2).
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8.211. Determinacion del nivel de ploidia y analisis de homocigosis

El cultivo de anteras o microsporas no solo genera plantas haploides puras,
sino que también produce plantulas heterocigotas no deseadas (diploides, triploides,
tetraploides, etc). En ocasiones, el cultivo haploide da lugar a una duplicacion
cromosoémica espontanea que genera plantas doble-haploides (DH) homocigotas,
las cuales resultan mas utiles. Por ello, es importante determinar el nivel de ploidia de
las plantas regeneradas para distinguir los individuos haploides o DH de aquellos no
haploides no deseados. Antiguamente, los mejoradores empleaban métodos indirectos
para determinar la ploidia, tales como la comparacion entre las plantas regeneradas y las
donantes en cuanto a morfologia (altura, dimensiones foliares y morfologia floral), vigor y
fertilidad; sin embargo, estos métodos carecen de fiabilidad, ya que dichos marcadores
pueden verse influidos por factores ambientales. El nivel de ploidia puede determinarse
mediante técnicas citoldgicas convencionales, como el recuento de cromosomas en
células de los apices radiculares y la medicion del contenido de ADN por citometria de
flujo. Inicialmente, la evaluacién de las plantas regeneradas dependia en gran medida de
marcadores fenotipicos, del analisis de la descendencia tras la autopolinizacion y del
analisis de isoenzimas. Los recientes avances en biotecnologia han permitido desarrollar
técnicas mas rapidas y fiables para verificar la homocigosis y determinar el origen de las
plantas. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran el polimorfismo en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP), el ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), las
regiones amplificadas caracterizadas por su secuencia (SCAR) y las secuencias simples
repetidas (SSR).

8.21.2. Duplicacién cromosémica

En los haploides, la meiosis no puede ocurrir debido a la ausencia de un juego
de cromosomas homologos, por lo que no se produce formacion de semillas. Por
consiguiente, la mayoria de las veces los haploides son estériles y a menudo muestran
un vigor reducido. Para restaurar la fertilidad en plantas haploides, es necesario que se
produzca una duplicacion espontanea durante el cultivo *in vitro*; de lo contrario, esta
debe inducirse quimicamente. Se ha reportado la duplicacion espontanea de cromosomas
en cultivos de anteras de cebada (70-90 %), trigo harinero (25-70 %), arroz (50-60 %),
centeno (50-90 %) y maiz (20 %). La duplicacion espontanea es altamente preferible, ya
que la induccién quimica puede provocar mutaciones no deseadas durante el proceso
de duplicacion. Sin embargo, en aquellas especies donde la frecuencia de duplicacion

espontanea es muy baja, resulta necesario inducir la duplicacién cromosémica. Se han
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empleado diversos métodos para inducir la duplicacién cromosdémica tanto *in vivo*
como *in vitro*. Se ha reportado el uso de farmacos que alteran los microtibulos, como
la colchicina y la orizalina, en concentraciones milimolares para lograr la duplicacion
cromosoémica (Castillo et al., 2009). Adicionalmente, también se han utilizado algunos
herbicidas, tales como la ftrifluralina y la pronamida. Los farmacos antimicrotubulos
pueden aplicarse en diversas etapas de la androgénesis; pueden anadirse a los medios
de pretratamiento de microsporas o a los medios de cultivo de anteras. Los tratamientos
farmacologicos se aplican tras la regeneracion, ya sea en la fase de embrion, brote o
plantula. Se indujo la duplicacion cromosémica mediante un tratamiento con oxido
nitroso (N,O) en plantulas de maiz. Las plantulas fueron tratadas a una presion elevada
de 600 kPa durante dos dias, en el estadio de seis hojas, momento en el que las plantas

desarrollan los primordios florales.

9. APLICACION DE HAPLOIDES Y DH EN EL MEJORAMIENTO DE CULTIVOS

Las lineas doble-haploides (DH) han aportado diversas ventajas y beneficios
a los programas de mejoramiento genético. La obtencion rapida de homocigosis en
una sola generacion acelera el proceso de mejoramiento. Por el contrario, el método
convencional requiere varias generaciones de autofecundacion para obtener cultivares
homocigotos de linea pura con vigor hibrido. Por consiguiente, las lineas DH reducen
el tiempo necesario para el mejoramiento y minimizan los costos de mano de obra.
Actualmente, las lineas DH constituyen una parte integral del mejoramiento vegetal y
se han utilizado en la produccién de cultivares comerciales de muchas especies, tales
como esparrago, cebada, B. juncea, berenjena, meldn, pimiento, colza, arroz, tabaco,
triticale, trigo, entre otras. Ya se han lanzado mas de 290 variedades (http://www.scri.
ac.uk/assoc/COST851/COSThome.htm). Ademas, el 50 % de los cultivares de cebada
disponibles en Europay tres de las cinco clases de trigo *Canada Western Red Spring*
(CWRS) en Canada se han producido mediante el sistema DH (Dunwell, 2010). La
tecnologia DH resulta util en especies que sufren depresion por consanguinidad, en las
cuales es dificil producir ..lineas homocigotas fértiles mediante autopolinizacién, por
ejemplo, en el centeno y las gramineas. La aplicacion de la tecnologia de doble haploidia
(DH) a plantas medicinales y aromaticas esta despertando gran interés actualmente
(Ferrie, 2009).

La produccion de dobles haploides resulta especialmente util en especies
arboreas. Estas especies se caracterizan por ciclos reproductivos largos, una mayor

heterocigosidad, gran tamafo y autoincompatibilidad. Por consiguiente, resulta
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dificil obtener lineas homocigotas con mejores caracteristicas mediante métodos
convencionales, incluso tras varias generaciones de autofecundacion (Germana,
2006). La reduccién de tamano de las plantas DH en comparacion con las diploides
heterocigotas puede resultar de interés horticola; por ejemplo, para plantas ornamentales
o0 portainjertos enanizantes en cultivos frutales. Investigadores chinos, empleando
sistemas haploides, obtuvieron un ejemplar de arbol del caucho de seis metros de altura
que pudo multiplicarse posteriormente mediante propagacion asexual para generar
diversos clones. Otra aplicacion del sistema de doble haploidia es la obtencion de plantas
triploides a través del cultivo de anteras. Las plantas triploides tienen fines comerciales,
ya que producen frutos sin semillas. Se ha logrado producir triploides mediante cultivo
de anteras en especies como el manzano (Hofer, 2004), Pyrus pyrifolia Nakai (Kadota &
Niimi, 2004), Carica papaya L. y C. clementine (Germana, 2009).

El sistema haploide facilita la induccion de mutaciones y, con ello, la seleccion
de los rasgos mutantes deseados. Por ejemplo, se introdujeron con éxito mutaciones
durante la embriogénesis de microsporas en colza para conferir resistencia a herbicidas,
enfermedades y salinidad, asi como para mejorar la calidad de la semilla. Esto permite
ahorrar tiempo y espacio en la obtencion de cultivos con las caracteristicas deseadas.
Mediante la técnica de cultivo de anteras, se seleccionaron mutantes de tabaco
resistentes a la enfermedad del tallo negro (shank disease) y lineas de trigo resistentes
a la fusariosis de la espiga (Fusarium graminearum). El fitomejoramiento por mutagénesis
es otra area de mejora de cultivos en la que el sistema de doble haploidia puede contribuir
a acelerar el proceso. Es posible obtener lineas mutantes homocigotas en la primera
generacion tras el tratamiento mutagénico. Todos los rasgos mutados se expresan de
inmediato, lo que permite identificar mutantes recesivos y dominantes en la primera
generacion sin necesidad de recurrir a la autopolinizacion. Existen dos opciones para
el tratamiento mutagénico. La primera opcion es el tratamiento de semillas latentes que,
tras la germinacion vy la floracion, producen gametos M1, los cuales se utilizan para el
cultivo de haploides. Este método se ha empleado con éxito en cebada, arroz y trigo,
aumentando la eficiencia de la seleccion de rasgos deseados en una poblacion mutada
de doble haploide (Forster et al., 2007). La segunda opcion es el tratamiento de células
haploides *in vitro*. por lo general, el agente mutagénico se aplica a la microspora en el
estadio uninucleado, antes de la primera division nuclear. El tratamiento posterior a la
primera division nuclear dara lugar a plantas quiméricas y heterocigotas, resultado de
una diploidizacion espontanea a través de la division nuclea. El tratamiento mutagénico in
vitro puede ir seguido de una seleccion in vitro de rasgos deseados, como la resistencia
a enfermedades y herbicidas.
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Ademas de su uso en el mejoramiento de cultivos, las lineas doble haploides (DH)
han sido utiles en el mapeo genético y la gendmica, asi como dianas para la transformacion.
Las DH son utiles para andlisis genéticos como el estudio de QTL (Datta, 2005). Los
QTL influyen en rasgos agronomicos importantes en diversos cultivos. El estudio de QTL
requeria tradicionalmente lineas endogamicas recombinantes (RIL) para realizar analisis
fenotipicos, pero el desarrollo de poblaciones RIL conlleva mucho tiempo. Recientemente,
se utilizan DH para construir mapas genéticos y localizar QTL, ya que las DH son
homocigotas y pueden propagarse sin segregacion adicional. Por tanto, las DH permiten
una medicion precisa de los rasgos cuantitativos. Se han empleado DH en estudios de
QTL relacionados con caracteristicas de la raiz del arroz, altura de la planta, dias hasta
la espigazon, rendimiento de grano y tolerancia al frio. A partir del mapa de ligamiento
construido con una poblacion DH derivada de un progenitor femenino de porte extendido
y un progenitor masculino de porte compacto, se detectaron dos QTL principales en
los cromosomas 9 y 11 asociados al fenotipo del angulo de los macollos. El angulo de
los macollos tiene gran importancia en el mejoramiento del arroz. Las poblaciones de
arroz DH también se han utilizado en estudios de QTL sobre calidad y forma del grano,
caracteristicas aromaticas y resistencia a la chicharrita parda (Nilaparvata lugens).

El sistema de doble haploidia ofrece ventajas para aplicar la seleccion asistida
por marcadores con el fin de identificar una linea casi isogénica deficiente en un rasgo
especifico; lograr esto mediante retrocruzamientos combinados con seleccion asistida
por marcadores requeriria varias generaciones de cruces. Las DH desempenan un papel
fundamental en la integracion de mapas genéticos y fisicos, proporcionando asi precision
para identificar genes candidatos (Kiinzel et al., 2000; Wang et al., 2001). Las DH han sido
clave para establecer mapas cromosomicos en diversas especies, como cebada, arroz,
colzay trigo (Forster & Thomas, 2005).

El sistema DH resulta especialmente Util para generar lineas transgénicas
homocigotas estables. La transformacion de microsporas uninucleadas o embriones
haploides con un transgén generara lineas transgénicas homocigotas estables en una sola
generacion. Por el contrario, las células o plantas diploides heterocigotas transformadas
con un transgén requeriran al menos tres generaciones de autofecundacion para
alcanzar la homocigosis respecto a dicho transgén. Se han empleado diversos protocolos
de transformacion, tales como la microinyeccion, la electroporacion, el bombardeo de
particulas y la transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (Touraev et al.,
2001). Se ha descrito la obtencion del primer arroz *indica* transgénico mediante el uso

de cultivos de microsporas haploides. Asimismo, se ha utilizado el método de bombardeo
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de particulas para regenerar plantas de cebada transgénicas fértiles a partir de cultivos
de microsporas (Datta, 2005).
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(BALSAMO) VUILLEMIN

RESUMEN: La investigacion se llevd a cabo
en el ejido Villahermosa, Villaflores, Chiapas,
a 1,046 msnm, utilizando la variedad Coffea
arabica. La aplicacion del hongo B. bassiana se
realizd a los 190 dias después de la floracion
de las plantas de café. Se evaluaron cuatro
dosis del hongo Beauveria bassiana 20, 25, 30
y 35 g, todas con una concentracion de 1 x 10°
conidios/mL, y un testigo con agua, aplicadas
a las parcelas experimentales con una bomba
de ultrabajo volumen. El disefio experimental
utilizado bloques completamente al azar,
con tres repeticiones por tratamiento, y se
realizaron siete muestreos con intervalos de
ocho dias cada uno. El disefio experimental
consistio en 15 parcelas de 8 x 8 m (64
m?), con una superficie total de 960 m2. Se
registraron las temperaturas y humedad
relativa con un termémetro digital durante la
investigacion. Se evaluaron la edad del grano,
longitud y diametro de grano, color de grano,
numero de granos sanos de café por bandolas,
porcentaje de danos de la broca de café e
infestados por B. bassiana. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la patogenicidad y
virulencia de B. bassiana sobre adultos de la
broca de café (Hypothenemus hampei (Ferrari)
en condiciones de campo. Se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos T1, T2, T3y T4 con 79, 87,64y 84
granos infestados por B. bassiana y 200, 177,
198 y 195 granos sanos, respectivamente, con
las dosis de 20, 25, 30 y 35 g de B. bassiana,
respectivamente; sin embargo, el testigo
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registré 10 granos de café danados por la broca de café e infestados por B. bassiana, lo
que evidencia un potencial de diseminacion natural de B. bassiana en el cafetal. Ademas,
se registro un porcentaje de infestacion promedio por B. bassiana de 23.95 %.
PALABRAS CLAVE: Beauveria bassiana; Hypothenemus hampei; café.

1. INTRODUCCION

El café es uno de los productos industriales basicos del mundo que mas se
comercializa. Es un cultivo estratégico para México; su produccion emplea a mas de 500
mil productores de 15 entidades federativas y 480 municipios. Actualmente se consumen
1.4 kg per capita al aflo (SADER, 2018). La produccion de este valioso grano coloca a
México en el 110 lugar en produccion mundial. En Chiapas se cultivan 243,753.87 mil
hectareas de café al afio, obteniendo una produccién de 385,703.05 toneladas, esto hace
que Chiapas ocupe el primer lugar, aportando el 38.01% de la produccion a nivel nacional
(SIAP, 2021).

Chiapas presenta optimas condiciones geograficas y de cultivo que éste posee,
contando con ricos suelos volcanicos, climas aptos que se caracterizan por tener una
buena humedad durante todo el ano, y una gran diversidad de excelentes temperaturas.
Convirtiéndose la caficultura en una de las principales actividades productivas del estado
por su importancia socioeconomica (nimero de productores, empleos generados,
numero de unidades de produccién y superficie sembrada). La mayor parte de los
productores son ejidatarios indigenas. Sin embargo, la produccién de café esta siendo
afectada por la susceptibilidad de las variedades cultivadas a la broca de café, siendo
esta la plaga principal que afecta directamente al grano en todo el mundo donde se
cultiva a este grano aromatico.

La broca de café es un insecto de dificil manejo con las tacticas tradicionales de
manejo como los insecticidas, porque permanece protegida la mayor parte de su vida en
el interior de los granos. Considerando la situacion actual de la caficultura en Chiapas,
es necesario realizar manejos acorde con la naturaleza, una de estas acciones que se
estan implementando es el control microbiologico utilizando el hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ((Ascomycota: Ascomycota: Hypocreales) esto
con el objetivo de regular las poblaciones de la broca de café (Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), ya que es de vital importancia para
satisfacer las necesidades de la sociedad y asegurar el crecimiento continuo de la

produccion por unidad de area de una manera sostenible.
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2. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CAFE A NIVEL MUNDIAL

Con mas de doscientos anos el café es uno de los principales productos
agricolas, con un peso importante en el comercio mundial. Es un cultivo estratégico,
industrial basico y tradicional para muchos paises, siendo Brasil, Vietnam y Colombia
los principales paises exportadores de este grano. En la produccion de café se
crean grandes fuentes de trabajo de manera directa e indirectamente, es por ello,
por lo que tiene una gran importancia a nivel mundial, este es un factor determinante
para la creacion de programas con el fin de generar apoyos hacia los cafetaleros
(CEDRSSA, 2019).

21. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CAFE EN MEXICO

De acuerdo con la SADER (2016) México ya no ocupa un lugar relevante en
cuanto a la produccion de café en el mundo, nuestro pais se encuentra en el 11° lugar en
cuanto a la produccion mundial de café. De acuerdo con el SIAP (2023) el aumento en la
produccion de café cereza ha permitido incrementar el volumen de lo agroindustrial, de
los tres estados con mayor produccion de café cereza en México el avance al mes de
diciembre del ciclo productivo 2023, se destacan: Chiapas con 111,528 t, Puebla 106,992
t y Veracruz 106,846 t, los cuales aportan 30.3%, 291% y 29.0%, respectivamente.
Puebla registra el mayor incremento con 29 mil 678 toneladas mas, en relacién con lo
obtenido al mismo mes de 2022. Por los datos ya presentados México continua con la
tendencia a incrementar en las exportaciones del aromatico. En este, mismo afo, se
exportaron en promedio 8 mil toneladas mensuales, lo que permitié lograr un récord
histérico de 94 mil 581 toneladas, cifra 7.3% mayor a lo exportado el afio previo (88 mil
toneladas). En contra parte, las compras en el periodo referido disminuyeron 3.0% (mil
120 toneladas).

Los estados con mayor producciéon de café en el pais son: Chiapas, Veracruz,
Oaxaca, Puebla y Guerrero (Figura 1) (Cuadro 1); sin embargo, la produccion de café
se ha visto afectada por los efectos del cambio climatico, debido al aumento de la
temperatura, aunado a la disminucion de las precipitaciones pluviales, lo cual genera que
no se cubran las necesidades naturales para la produccién agricola. El café necesita un
rango optimo de temperatura y condiciones hidricas particulares para su produccion
(CEDRSSA, 2019).
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Figura 1. Principales estados productores de café en México.
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Cuadro 1. Produccion de café cereza en México, durante el ciclo 2023/2024.

Entidad Siembra Produccion Rendimiento (ha)
Chiapas 234,954.77 391,921.35 1.61
Veracruz 145121.60 256,256.60 177
Oaxaca 131,461.40 91,683.74 0.70
Puebla 75,011.85 227,530.87 3.03
Guerrero 45,568.97 38,818.82 0.85

La comercializacion del café tiene dos vertientes: 1) para consumo nacional y
2) para la exportacion teniendo una mejor preferencia el café arabigo u organicos en
condiciones naturales y en menor cantidad el robusta. Actualmente, el consumo nacional

ha aumentado en los Ultimos afos tanto a nivel nacional como internacional (Flores, 2014).

2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE BEAUVERIA BASSIANA

La clasificacion de B. bassiana se puede apreciar en el Cuadro 2 y en la Figura 2

se presenta a B. bassiana con sus estructuras reproductivas.

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana.

Categorias taxonomicas

Reino Fungi
Phyllum Ascomycota

Clase Sordariomycetidae

Subclase Hypocremycetidae

Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Beauveria
Especie Bassiana
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Figura 2. A Beauveria bassiana: a) Conidios, b) flalide, c) conidioforos (Tomado de Tanaka y Kaya, 1993).
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2.3. FUNCION BIOLOGICA DEL HONGO B. BASSIANA EN LA BROCA DE CAFE

De acuerdo con Alves et al. (2003) el uso de entomopatdgenos para el control
de la broca de café en particular B. bassiana, han tenido mas desarrollo que el de los
parasitoides usado para controlar un gran nimero de insectos plaga convirtiéndose en
la especie de entomopatdégeno comercialmente mas utilizada al alrededor del mundo.
Desde la llegada de la broca de café (H. hampei) el hongo ha sido asociado con el insecto
y fue reportado atacando a la broca en 1990 (Vélez y Benavides, 1990). Actualmente
se considera el mayor regulador inducido natural de esta plaga en el café, este hongo
es parte de la estrategia del manejo agroecologico de plagas y recomendado por el
CENICAFE (Bustillo, 2004). Su éxito ha radicado en su relativa facilidad de propagacion,
formulacion y aplicacion, asi como lograr importantes porcentajes de mortalidad en el
campo en tiempo relativamente cortos. Asi mismo la efectividad de este hongo se debe
a que penetran, invaden y se multiplican dentro del insecto, que se atribuye como una
caracteristica particular, ya que no necesitan ser ingeridos por el insecto para causar
la enfermedad debido a que pueden penetrar perfectamente a través de su cuticula
(Tanada y Kaya, 1993).

Por el contrario, su crecimiento y desarrollo esta limitado principalmente por
las condiciones medioambientales adversas, especialmente la radiacion solar, la baja
humedady las altas y bajas temperaturas. Como el caso de la aplicacion de un insecticida

quimico, el momento mas adecuado de su aplicacion en el campo es cuando la broca esta
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iniciando la penetracion al fruto de café, preferentemente muy temprano en la mafana
(Barrera et al., 2000).
2.4. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA BROCA DE CAFE

La broca de café esta clasificada taxondmicamente (Cuadro 3) de la siguiente
manera y la Figura 3 representa una broca de café.
2.5. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA BROCA DE CAFE EN LAS ZONAS

CAFETALERAS

La broca de café es considerada como la plaga mas importante de café. Es una
“plaga directa” pues dana directamente al producto que se quiere cosechar y vender, es

decir, el grano. Su ataque reduce el rendimiento y merma la calidad.

Cuadro 3. Clasificacion taxondémica de Hypothenemus hampei (Ferrari).

Categorias taxonomicas

Reino Animalia
Phyllum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Coleoptera
Suborden Curcujiformia
Superfamilia Curculionoidae
Familia Curculionidae
Subfamilia Scolytinae
Género Hypothenemus
Especie Hampei

Figura 3. Hypothenemus hampei (Ferrari) adulto (Tomado de Campos y Rodas, 2021).
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Los dafos mas caracteristicos son: dafios de granos en formacion por efecto de
microorganismos saprofitos que entran por la perforacion; caida de granos jovenes por
efecto del ataque; disminucion del peso de grano por efecto de la alimentacién del insecto.
Con el 100% de granos perforados al momento de la cosecha, la broca puede causar de
30 a 35% de la pérdida del rendimiento. Si la cosecha se efectia muy tardiamente, las
pérdidas pueden ser alin mayores (Vega & Mercadier, 1998).

Segun Acacio y Gil (2013) las pérdidas fluctuan entre 1 a 34% en funcion del grado
de infestacion, si la infestacion alcanza 100%, las pérdidas son de 12.6 kg/saco de 60
kg de café beneficiado. El muestreo o deteccion de la broca debe iniciarse a partir del
periodo de transito que corresponde entre 120 a 150 dias después de floracion.

La produccion cafetalera se encuentra principal en zonas altas, donde la mayoria
de los productores cultivan pequenas superficies y se ubican en municipios con alta
poblacion indigena, en pobreza y con alto grado de marginacion posee un alto valor
economico y social; ademas, la actividad desempeia un papel ambiental importante, ya
que su produccion es bajo sistemas que mantienen una cubierta vegetal casi permanente
sobre el suelo, reduciendo asi los problemas de erosion. La combinacion de los beneficios
economicos, sociales y ambientales que genera el cultivo de café hace necesario que los
agentes involucrados en el sector promuevan los incentivos requeridos para apoyar la
competitividad y crecimiento econdmico de grano (Tablada y Sanchez, 2017).

Figueroa et al. (2015) mencionaron que México es uno de los principales
productores de café a nivel mundial; sin embargo, existen datos de la Organizacion
Mundial de Café que indican una disminucién en la produccion de café. La produccion
se concentra en los estados de Chiapas, Veracruz y Oaxaca, que representan 91% de la
produccidn, 85% de la superficie y 83% de los productores (CTEE, 2019).

La produccion bajo sombra resulta clave en la respuesta al cambio climatico,
aunque al mismo tiempo es muy vulnerable a sus efectos en virtud de que tiene un
nicho productivo muy reducido al requerir de ambientes estables, con un equilibrio de
temperatura y lluvia que permita que los granos prosperen, manteniendo su perfil de
sabor (Mufoz et al., 2019).

El cultivo de café es fuente de diversos reservorios de la biodiversidad y genera
empleo y sustento para miles de familias, ademas de que en México tiene las condiciones
geograficas y climatologicas para cultivar café de calidad (Lopez, 2017).

La produccion del cultivo de café se ha visto afectada por el envejecimiento de
los cafetales, susceptibilidad a la roya y por ultimo el ataque generalizado de la broca de

café. La broca de café es un insecto de dificil manejo con los métodos tradicionales de
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tacticas como el control quimico, porgue permanece protegido la mayor parte de su vida
en el interior de los granos. Algunos de los adultos son susceptibles a las aspersiones de
estos productos, que tienen efecto Unicamente por contacto con la plaga. Es la plaga mas

danfina que ha afectado el cultivo de café en toda su historia (Vazquez, 2014).
3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizd en el ejido de Villahermosa que esta situado en el
municipio de Villaflores, en el estado de Chiapas. Se encuentra a16°15’ 39.78” N y 93°30’
15.52 “ O a 1,046 msnm. Ubicado a 25.6 km con direccién al Oeste de Villaflores. Cuenta
con 661 habitantes (INEGI, 2020) (Figura 4).

Figura 4. Localizacién geografica del ejido de Villahermosa, Villaflores, Chiapas, México.
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3.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizo el disefio de bloques completamente al azar (DBCA), evaluandose
cuatro concentraciones de esporas (conidios) 20, 25, 30 y 35 g, donde cada gramo
de conidioforo contenia una concentracion de 1 x 10° conidios de B. bassiana. Para la
aplicacion de cada tratamiento se utilizd una bomba de motor de la marca Sthil version
SR 430 de ultrabajo volumen con capacidad de 14 litros previamente calibrada; y tres
repeticiones por tratamiento. Se muestrearon cinco plantas por cada parcela, en total 15

parcelas experimentales con una dimension de 8 x 8 m (64 m?) (Figura 5).
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Figura 5. Disefo experimental y distribucion de los tratamientos evaluados en las parcelas en el jido Villahermosa,

Villaflores, Chiapas.
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3.3. APLICACION DEL HONGO ENTOMOPATOGENO B. BASSIANA

Las aplicaciones de B. bassiana se realizaron a una concentracion de 1x10°
conidios por gramo (g) de 6:00 a 8:00 de la manana. El proceso de aspersion se llevé a
cabo desde la parte media hasta la parte mas alta del follaje de la planta con el propdsito
de cubrir la totalidad de los granos de la planta de café, la parte media hasta la parte alta de
la planta esto para lograr cubrir la totalidad de los granos de la planta de café. Durante las
aplicaciones realizada se presentaron diferentes condiciones climaticas. En las primeras
aplicaciones se presentaron temperaturas desde los 16° C a 21° C, fueron registradas
con un termémetro digital (Steren Termometro Ambiental TER-150) que se colocd en una
de las parcelas. También se registraron lluvias moderadas en los dias programados para
la aplicacion del producto. Ante estas condiciones climaticas, se decidid suspender las
labores de aplicacion, debido a las complicaciones que implica realizar el procedimiento
en campo durante la lluvia.

La aplicacién de B. bassiana se realizd de forma convencional con una bomba de
motor de ultrabajo volumen regulada para asperjar, con una capacidad de 14 L de agua.

El indculo del hongo se produjo dentro de la region, mediante una colaboracién
Universidad Autonoma de Chiapas (UNACH) y la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas (UNICACH), en el municipio de Villa Corzo, Chiapas. Para la produccion de los

inodculos del hongo se utilizé como sustrato arroz.

3.4. MUESTREO

Se realizaron siete aplicaciones y los muestreos fueron cada ocho dias. Para los
muestreos se eligieron cinco bandolas y se contabilizé el numero de granos brocados y

sanos. Posteriormente se seleccionaron al azar cuatro granos por bandola teniendo un
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total de 20 granos por planta seleccionada, a los cuales se les midieron el diametro y
altura y su color, también se contabilizaron las brocas infestadas por B. bassiana.
El porcentaje de infestacion se realizé al final de los siete muestreos. Para calcular

el porcentaje de infestacion (CENICAFE, 1993) se utilizé la siguiente formula:

. .. . Frut h
Porcentaje de incidencia del hongo rutos con hongo x 100
Frutos brocados

3.5. VARIABLES EVALUADAS

1. Edad de grano. Para la edad de grano se tomo como referencia los tiempos
de floracion, los datos se anotaron en una hoja de registro al igual que las
demas variables.

2. Longitud de grano y diametro de grano. La medicion de estas dos variables
se tomo con un vernier electronico (Remate, modelo: RM-KC-).

3. Color de grano. La toma de esta variable se realizd para conocer en que
etapa fenoldgica de grano habia mayor infestacion de la broca.

4. Numero de granos sanos de café por bandolas. Se contabilizé el nimero de
granos de las cinco bandolas seleccionadas por planta, los datos obtenidos
se anotaron en una hoja de registro.

5. Porcentaje de dafos causados por la broca de café. Para esta variable
se contabilizaron los granos dafiados en las 5 bandolas seleccionadas por
planta. El porcentaje de infestacion se calculo al final de los 7 muestreos.

6. Porcentaje de infestacion por B. bassiana a los granos daiados por la
broca de café.

Para calcular el porcentaje de infestacion (CENICAFE, 1993) se utiliz6 la siguiente

formula:

. . .. Frutos brocados
Porcentaje de infestacion x 100
total de frutos

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en campo se sometieron al analisis con una Tabla de
Contingencia asi mismo para determinar las diferencias estadisticas, sobre el efecto de
las distintas dosis de aplicacion del hongo y los niveles de infestacion de este, sobre la
broca de café, se realizaron las siguientes pruebas estadisticas: Chi- Cuadrada, Medidas
de Asociacion, Medidas de Concordancia y el Coeficiente de Correlacion. El analisis de

datos se realizé con el programa estadistico Minitab.
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El célculo de la Chi- cuadrada se realizé a partir de la formula (Pearson, 1900):

fo, - fe,
PPN

€
Calculo de Medidas de asociacion de Cramer (Cramer, 1946):

V= X
nx min(r—1,¢c—1)

Coeficiente de correlacion Rho de Spearman (Spearman, 1904):

6->d;
n-(n?—1)

rs=1-—

4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. NUMERO DE GRANOS DE CAFE AFECTADOS POR LA BROCA DE CAFE (H.
HAMPEI) Y GRANOS SANOS

La Figura 6, muestra la cantidad de granos de café dafnados por la broca de café
y granos sanos que se obtuvieron en todas las parcelas experimentales, durante los
siete muestreos que durd la investigacion, estos datos indican que el nivel de poblacién
H. hampei sobrepasan el 5% segun lo estipula la norma de la Federacion Nacional de
Cafeteros (Fajardo y Sanz, 1999), el umbral de accion para esta especie en la investigacion

fue de 15.73% de infestacion en las parcelas experimentales.

Figura 6. Frutos infestados por la broca de café y frutos sanos.
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Partiendo de estos niveles de infestacion donde los dafnos ocasionados por la
broca de café pueden ser severos y perjudiciales en los rendimientos de café pergamino
y mas aun repercutir en la rentabilidad del cultivo, ocasionando importantes pérdidas
economicas al productor. Dado a esto es necesario realizar un manejo sobre esta plaga.

También en la Figura 6, se puede observar que el nimero de granos de café danado
para el tratamiento T1 fue de 0270, para el tratamiento T2 con 267, para el tratamiento
T3 de 270, y para el tratamiento T4 de 283 granos de café, respectivamente, comparado
con el tratamiento TO testigo que fue de 269 granos afectados aparentemente no existen
diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo, el tratamiento T4 registro el
mayor numero de granos infestados en campo, los resultados estadisticos sobre H. hampei
muestran el analisis de la relacion entre diferentes tratamientos y el niumero de granos de
café danados y sanos. Cuando los datos se analizaron con la Prueba Chi-Cuadrada de
Pearson: 94132, con p-valor= 0.000 indica una relacion altamente significativa entre el
tratamiento y la cantidad de granos dafiados y sanos y la relaciéon de verosimilitud: 83.355,
con P=0.000 confirma la significancia de la asociacion, pero aplicando la Prueba de V de
Cramer (0.0094) y Kappa (0.0000) confirma la significancia es baja y por otro lado, con la
correlacion de Pearson (-.0598) y Rho de Spearman (-0.563), sugiere una relacion débil
entre las variables.

De forma general puede considerarse que existe una diferencia significativa en la
proporcion de granos danados entre los tratamientos, pero la magnitud de la asociacion es
baja, lo que sugiere que los tratamientos tienen un impacto estadisticamente significativo
en el manejo de la broca de café, aunque su efecto practico puede ser moderado de
acuerdo con las condiciones ambientales del cafetal como lo son la temperatura y la
humedad relativa.

Se sugiere complementar los tratamientos con estrategias integradas y el manejo
agroecologico. Existe la necesidad de ajustar los tratamientos, como los residuos en el
analisis, ya que indican que algunos tratamientos pueden ser mas efectivos en ciertos
contextos y se recomienda hacer ensayos adicionales como dosis o frecuencia de
aplicacién para optimizar los tratamientos.

En la Figura 7, se muestran los resultados de granos de café dafados en estado
de maduracion verde y rojo, mismos que fueron tratados con el hongo entomopatégeno
B. bassiana. En el tratamiento 4 (35 g de conidios) de B. bassiana el nimero de granos
danados en estado verde fue superior a todos los tratamientos, el mayor nimero de
dafos en granos rojos se observo en el tratamiento 2 (25 g de conidios). A pesar de
estas diferencias numéricas, al realizar los analisis estadisticos indico que no existen

diferencias significativas entre los tratamientos probados (P= 0.05).
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Figura 7. Numero de granos en estado verde y rojo danados por la broca de café observados en todos los
tratamientos con B. bassiana.
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Estas observaciones coinciden con las obtenidas por Ruiz (1996) y Miguel y
Paulini (1975) que sefalaron que una vez que la hembra colonizadora ha localizado su
hospedero, una hembra demora en perforar un grano verde o pintdén entre 5 horas con
54 minutos, en cambio en granos maduros 4 horas con 50 minutos, lo que indica que
hay una tendencia de la broca a penetrar con mayor rapidez en los granos maduros,
es decir, que prefiere atacar a los granos de color rojo intenso debido a que es mas
facil perforarlos en ese estado y que aqui encuentra los suficientes nutrientes para el

crecimiento y desarrollo de su progenie.

4.2. PRESENCIA DE ESTRUCTURAS DEL HONGO B. BASSIANA EN FRUTOS
DANADOS POR LA BROCA DE CAFE

De acuerdo con los analisis estadisticos realizados para detectar diferencias
significativas entre granos dafados por la broca de café e infestados por B. bassiana,
se encontroé diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 4), se puede observar
que los tratamientos T1, T2, T3 y T4 obtuvieron 79, 87, 64 y 84 granos infestados,
respectivamente comparado con los tratamientos T1, T2, T3 y T4 con 200, 177, 198,
195 granos sanos, respectivamente; sin embargo, el tratamiento T5 testigo absoluto
registrd 10 granos infestados con B. bassiana, esto demuestra que la broca de café
es capaz de transportar en su cuerpo esporas de B. bassiana y transportarlas hacia
lugares en donde no se encuentra la broca causando dafios como ocurrio con el testigo
en esta investigacion en donde no se encuentra la broca causando dafios como ocurrio

con el testigo.
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Cuadro 4. Efecto de B. bassiana infestando a la broca de café en el interior de granos de café brocados y granos
no infestados.

Tratamientos Dosis (gL-) Granos de café Granos de café sin % de infestacion
con presencia presenciade conidios
de conidios de B. de B.bassiana
bassiana

T 20 79 200 28.31

T2 25 87 177 32.83

T3 30 64 198 24.44

T4 35 84 195 3010

T5 Control 10 242 3.97

Total 324 1,012 23.95

Sin embargo, se encontraron granos infestados con este hongo entomopatoégeno
como lo han demostrado otros investigadores que hallaron que las brocas son buenas
transportadoras de esporas de B. bassiana (Dowd & Vega, 2003; Pérez et al., 2003), el
porcentaje de infestacion del hongo fue de 33.64 %. Esto se corroboré al aplicar la Prueba
de Independencia entre el efecto de B. bassiana y el tratamiento, asimismo el valor de Chi-
Cuadrada de Pearson fue de 101.711 con 4 grados de libertad y un p-valor de 0.000, lo que
indica una asociacion significativa entre variables, es decir, diferencias significativas entre
los tratamientos 1, 2, 3 y 4, por otro lado, la relacion de Verosimilitud refuerza la relacion
de asociacion de este resultado con un p-valor de 0.000.

Al realizar la medida de asociacion (V de Cramer), se hallé el valor de 0.0719
que sugiere una asociacion débil entre tratamientos y la infestacion de brocas sobre los
granos de café. Al efectuar la medida de Concordancia se encontré que Kappa=0, lo que
indica que no hay acuerdo entre las observaciones mas alla del azar; al efectuar la Prueba
de Pearson: 01994, lo que indica una relacion débil y la Prueba de Spearman: 0.1987,
también indica una asociacion de correlacion baja.

Como se observa en el Cuadro 5, los tratamientos T1 y T3 presentan los
porcentajes de granos con menor incidencia de conidios de 28.31 % y 24.44 %,
respectivamente, mientras los que presentaron la mayor incidencia de conidios fueron

los tratamientos T2 y T4 con 30.10 % y 32.83 % en contraste con el tratamiento testigo.
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Cuadro 5. Tabla de contingencia de los tratamientos T1-T4 basada en la presencia de estructuras de B. bassiana
dentro de grano de café.

Concentracion de Concurrencia de conidios de Beauveria bassiana en frutos de café
conlcli_losdde B.fbelssmna T ™ T3 Ta
eplcacas a s y Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin
follaje de la planta del
café. f % f % f % f % f % f % f % f %

Frutos con presencia de

e ) 79 28 10 3.96 87 32.83 10 3.96 64 244 10 3.96 84 30 10 3.96
conidios de B. bassiana

Frutos si presencia de

- . 200 72 242 96 177 66.79 242 96 198 756 242 96 195 70 242 96
conidios de B. bassiana

f: en una Tabla de Contingencia se utilizdo para representar la frecuencia con la que ocurren las diferentes
combinaciones de categorias. Con: aplicacion del hongo y sin: sin aplicacion del hongo.

De acuerdo con el andlisis estadistico de Medidas de Asociacion de Goodman-
Kruskal y Somers D, asi como Lambda, Tau y Gamma, corresponde a una relacion
entre el tratamiento y la infestacion de B. bassiana sobre la broca a una relacion débil
(Gamma= 0.325987), indicando una correlacion moderada en tanto que la Prueba de
Concordancia demuestra que los resultados son estadisticamente significativos (P<
0.0001).

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Godoy et al. (2007), el
hongo B. bassiana tiene efectos significativos sobre las poblaciones de la broca
de café cuando se encuentra en condiciones 6ptimas de temperatura, que oscilan
entre los 25°C y 30 °C y niveles de humedad relativa entre el 80 % y 90 %. Por otro
lado, en estudios realizados por Agrios (1999) y Bateman (1997) sugieren que este
hongo puede desarrollarse y desempefar su actividad en un rango mas amplio de
temperaturas, desde los 15 °C hasta los 30 °C. No obstante, se ha identificado que
estas condiciones ambientales pueden variar dependiendo del aislamiento o cepa
especifica del hongo.

En el Cuadro 6, se representan las temperaturas ambientales que se
presentaron durante el periodo de la investigacion, se obtuvieron temperaturas
bajas en la manana y tarde, siendo de 19.6 y 20.6 °C en promedio, respectivamente
y la humedad relativa registrada fue en promedio de 77 %, por lo cual, permitid un
porcentaje bajo de infestacion del hongo entomopatdgeno, cabe sefnalar que, aunque
las condiciones ambientales no fueron las mejores se presentaron esporulaciones, ya
que estos mismos autores también mencionan que existen ciertas preferencias en las

condiciones ambientales dependiendo de la cepa del hongo.
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Cuadro 6. Registros de las temperaturas y humedad relativa obtenidas durante los siete muestreos durante la
investigacion.

Muestreos

2 3 4 5 6 7 Promedio
Temperaturas de 19.6 22.3 19.20 19.20 1910 18.2 196
la manana (°C)
Humedad relativa 86 64 74 74 86 70 76
(%)
Temperaturas de 207 22.3 20 19.9 2110 19.40 20.60
la tarde (°C)
Humedad relativa 88 64 80 81 77 76 78

(%)

Como se observar en el Cuadro 6 la temperatura se mantuvo constante durante
toda la investigacion, la cual estaba en el rango optimo para la supervivencia del hongo;
sin embargo, la humedad relativa (HR) estuvo por debajo del promedio adecuado para
la esporulacion del hongo. Su aplicabilidad biolégica podria requerir mas estudios para
verificar la efectividad de B. bassiana en la practica de este hongo benéfico a nivel campo,
se ha sefnalado que la efectividad de B. bassiana es afectada en parte por la temperatura
y humedad relativa en el macroclima y microclima del insecto plaga (Bustillo et al., 1998;
Hernandez, 2003).

4.3. EFECTO DE LAS DIFERENTES DOSIS DE B. BASSIANA SOBRE LA BROCA DE
CAFE DURANTE LOS SIETE MUESTREOS

De acuerdo con el andlisis estadistico al realizar la Prueba de Chi- Cuadrada se
obtuvo un valor de Chi-Cuadrada de Pearson= 271.206, con 6 grados de libertad y P
= 0.0001, lo que indica que hay una relacion significativa entre los tratamientos y esto
se comprueba con la relaciéon de verosimilitud (272142, p = 0.000) que refuerza esta
conclusion, encontrandose que los mejores tratamientos fueron el T2 con la dosis de 25 g
de B. bassiana y la cantidad de granos infestados por broca de café e infestados por este
hongo de 87 granos brocados y para el tratamiento T4 con la dosis de 35 g de B. bassiana

con 84 granos infestados con brocas de café con B. bassiana (Figura 8).

5. CONCLUSIONES

Se encontrd que B. bassiana tiene un efecto significativo en la reduccion de la
infestaciéndelabrocade café conunainfestacionde 23.95 % enlas parcelas experimentales.
Sin embargo, la asociacion entre los tratamientos evaluados y su efectividad fue baja,

indicando un impacto moderado en las condiciones ambientales aplicadas.
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Figura 8. Porcentaje de brocas infectadas por Beauveria bassiana.
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Desde el punto de vista practico, para el control microbiolégico de la broca de
café se recomienda usar la dosis de 25 g/14 L agua para ser aplicado en los cafetales
con problemas de este insecto plaga que ataca a los frutos de café debido a que con esta
dosis produce el mismo efecto que la dosis de 35 g de este hongo entomopatdgeno, por
tanto, reduciria los costos de produccion y los costos de aplicacion. Para comprobar la
eficacia del hongo entomopatodgeno sobre la broca de café, se realizo la prueba de ratio
de ODDS (OR) la cual dio como resultados que el tratamiento T5 tuvo 2.06 veces mas de
probabilidad de ser atacados por la broca de café en comparacion con los tratamientos
con las dosis de B. bassiana que se aplicaron, esto sugiere que los granos de café que no
son tratados son mas susceptibles a ser atacados. Por ello, tomar la decisiéon de aplicar
tacticas de control microbiologico es viable, ya que se pudo comprobar que es eficiente y
los dafnos producidos por la broca de café son menores.

El tratamiento T2 con la dosis de 25 g de B. bassiana demostrd ser tan eficaz
como el tratamiento T4 con la dosis de 35 g de este hongo entomopatégeno, por lo
que, se recomienda su uso por ser mas rentable y por presentar resultados similares,
optimizando asi los costos de produccién del productor sin perder su efectividad.

Dado que los tratamientos no mostraron una tendencia clara de eficacia
constante, se concluye que B. bassiana debe integrarse dentro de un manejo
agroecologico de la broca de café para mejorar la efectividad y proteger de manera
sostenible el cultivo de cafe.

De acuerdo con el porcentaje de reduccion de la infestacion de la broca de café

por el hongo entomopatdgeno B. bassiana fue de 23.95 %, se concluye que se rechaza la
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hipotesis nula, ya que no se alcanzo el 50 % de mortalidad de las poblaciones de broca

de café en las parcelas experimentales.

LITERATURA CITADA

Acacio, G., & J. Gil. (2013). Efecto del color de trampa en la captura de la broca del café (Hypothenemus
hampei Ferrari) en tres localidades de Tingo Maria. Investigacion y Amazonia. 2(1-2):2.

Agrios, G. N. (1999). Fitopatologia, Editorial Limusa. México.

Alves, S. B; Pereira, R. M,; Lopez, R.; M. A. B. Tamai. (2003). Use of entomopathogenic fungi in Latin
America. In: Advances in microbial control of insect pests, Upadhyay, R. K. ed., Kluwer, New York, pp.
193-211.

Barrera, J. F,, F. Infante, W. de la Rosa, A. Castillo & J. Gémez. (2000). Control biolégico de la broca
del café. En: M.H. Badii, A.E. Flores & L.J. Galan Wong (eds.) Fundamentos y perspectivas de control
bioldgico. Universidad Autonoma de Nuevo Leon, México. pp: 211-229.

Bateman, R. (1997). The Development of a mycoinsecticide for locus and grasshopers. Outlook on
Agricultura. pp:13-18.

Bustillo P, A. E.; M. R. Cardenas; G. D. A. Villalba; M. P. Benavides; H. J. Orozco; F. F. J. Posada. (1998).
Manejo integrado de la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) en Colombia. Centro Nacional
de Investigaciones del Cafe. CENICAFE. Chinchina (Colombia). 134 p.

Bustillo P., A.E. (2004). “El manejo de cafetales y su relacion con el control de la broca del café en
Colombia”. Manizales. Colombia. 45.p.

Campos Almengor, O. G, & R. C., Rodas Rodriguez. (2021). Broca del fruto del café (Boletin Técnico
CEDICAFE No. 2018-06). Centro de Investigaciones en Café (CEDICAFE), Asociacion Nacional del
Café (ANACAFE).

CENICAFE. (1993). Como determinar la infestacion de broca en un cafetal (Boletin Informativo
No. 5). Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia. https:/biblioteca.cenicafe.org/
bitstream/10778/980/1/brc005.pdf

Centro de estudios del Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria (CEDRSSA). 2019.
Comercio Internacional del Café en México. Palacio legislativo de San Lazaro, ciudad de México. pp.
3-4.

Comité Técnico Estatal de Evaluacion (CTEE). (2019). Estudios de diagnéstico y analisis de las
cadenas productivas de Café. SADER, Jalapa, Ver. México. p 109.

Cramér, H. (1946). Mathematical Methods of Statistics. Princeton University Press.

Dowd, PF.y F. E. Vega. (2003). Autodissemination of Beauveria bassiana by sap beetles (Coleoptera:
Nitidulidae) to overwintering sites. Biocontrol Sci. Techn. 13(1):65-75.

Fajardo, I. E.; J. R. Sanz. (1999). Dinamica en los procesos Qe beneficio tradicional y ecoldgico, de los
granos afectados por la broca del café. Revista CENICAFE 50 (2): 136-144.

Figueroa, H. E., Pérez, S. F. y M. L. Godinez. (2015). La produccion y el consumo del café. ECORFAN.
Pp. 115 - 125.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 6 m


https://biblioteca.cenicafe.org/bitstream/10778/980/1/brc005.pdf
https://biblioteca.cenicafe.org/bitstream/10778/980/1/brc005.pdf

Flores, F. (2014). La produccién de café en México: ventana de oportunidad Para el sector agricola
de Chiapas. Espacio Innovacion mas Desarrollo, 4 (7): 177-178.

Godoy, J.C,,R.E. Valera, C. Guédez, L.M. Canizalezy C. Castillo. (2007). Determinacion de temperatura
y humedad éptima para la germinacion y esporulacion de cinco aislamientos de Beauveria bassiana.
Rev. Fac. Agron. 24(3), 415-425.

Hernandez, V. 2003. Efecto del contenido de humedad de conidios formulados de Metarhizium
anisopliae acridum (Hyphomycete) sobre la viabilidad y reproduccion de exudados en almacenamiento
y virulencia sobre Schistocerca piceifrons (Orthoptera: Acridae). Universidad de Colima, Bogota,
Colombia. 145 p.

INEGI. Instituto Nacional de Estadistica y Geografia. (2020). Consultado el 25 de abril https://mexico.
pueblosamerica.com/i/villahermosa-21/

Lépez, M. R. (2017). Estrategia para fortalecer centros estatales de innovacion e impulsar [a
productividad y calidad del café mexicano. Informe de proyecto bajo convenio INIFAP-AMECAFE.
Xalapa, Ver. 146 p.

Miguel, A. E., & A. E. Paulini. (1975). Velocidade de penetracdo da broca do café Hypothenemus
hampei (Ferrari) no fruto do café. En 30 Congreso Brasileiro de Pesquisas Cafeeiras, Resumos (pp.
50-52). Rio de Janeiro: Instituto Brasileiro do Café (IBC). Nava, T. M. E. y S. M. |. Hernandez. (2017).
Cafeticultora en Veracruz: Entre crisis y alternativas. Colegio de Veracruz. Xalapa Veracruz.

Munoz P. D., PD. Gémez., C. V. H Santoyo. y L. R. Rosales. (2019). Los negocios del café ;Cémo
innovar en el contexto de la paradoja del café, en pro de una red de valor mas inclusiva y accesible?
Universidad Auténoma Chapingo, CIESTAAM. México. 249 p.

Pearson, K. (1900). On the criterion that a given system of deviations from the probable in the case
of a correlated system of variables is such that it can reasonably be supposed to have arisen from
random sampling. The London, Edinburgh, and Dublin Philosophical Magazine and Journal of Science,
50(302), 157-175. https://doi.org/101080/14786440009463897.

Pérez, J.; F. Infante, F. E. Vega, F. Holguin, J. Macias, J. Valle, G. NIETO, S. W. Peterson, C. P. Kurtzman,
y K. O’Donnell. (2003). Mycobiota associated with the coffee berry borer (Hypothenemus hampei) in
Mexico. Mycol. Res. 107:879-887.

Ruiz, R. (1996). Efecto de la fenologia del fruto del café sobre los parametros de la tabla de vida de
la broca del café (Hypothenemus hampei) (Ferrari) [Tesis de licenciatura, Universidad de Caldas].
Facultad de Ciencias Agropecuarias. Manizales, Colombia. 87 p.

Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. (SADER). (2016), (Planeacion Agricola Nacional
2017-2030, Café Mexicano) consultado: [en linea] https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/
file/256426/B_sico-Caf_.pdf.

Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. (SADER). (2018). consultado en https://www.gob.mx/
agricultura/es/articulos/mexico-onceavo-productor-mundial-de-cafe?idiom=es.

Servicio de informacion Agroalimentaria y pesquera. (SIAP). (2021). Consultado el 8 de octubre en
https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/.

Servicio de informacién Agroalimentaria y pesquera. (SIAP). (2023). Consultado el 25 de marzo en
https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 6 m


https://mexico.pueblosamerica.com/i/villahermosa-21/
https://mexico.pueblosamerica.com/i/villahermosa-21/
https://doi.org/10.1080/14786440009463897
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/256426/B_sico-Caf_.pdf.
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/256426/B_sico-Caf_.pdf.
https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/.
https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/.

Spearman, C. (1904). The proof and measurement of association between two things. The American
Journal of Psychology, 15, 72-101.

Tablada, N. Elena, M., & Sanchez, M. I. H. (2017). Cafeticultura en Veracruz: entre crisis y
alternativas. Veracruz, un analisis para el desarrollo, 93-105.

Tanada, Y. & H. K. Kaya. (1993). Fungal Infection. In: Insect pathology. Eds. y. Tanada y H.K. Kaya.
Academic Press. pp.318-366.

Vazquez, VV.C.A. (2014). Estado actual de Hypothenemus hampei (Coledptera: Curculionidae), y su
relacion con la variabilidad climatica, en la region cafetera del corregimiento de San Javier (Ciénaga,
Magdalena).

Vega, F.E.& G. Mercadier. (1998). Insects. Coffee, and ochratoxinas. Florida Entomologist 81: 543-
544,

Vélez, A, P; G. M. Benavides. (1990). Registro e identificacion de Beauveria bassiana en Ancuy3,
Narifio, Colombia. CENICAFE 41(2): 50-57.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 6 m



CAPITULO 7

EPIDEMIOLOGIA DEL MANCHADO DE CALIZ DE JAMAICA

Data de submisséao: 01/09/2026
Data de aceite: 16/09/2026

David Heriberto Noriega Cantu

Doctorado en Ciencia en Fitopatologia
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Campo Experimental Iguala

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0002-8215-4104

Rocié Toledo Aguilar

Doctorado en Mejoramiento Genético
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Campo Experimental Iguala

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0002-9007-602x

José Luis Arispe Vazquez

Doctorado en Sanidad Vegetal

Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Campo Experimental Iguala

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0003-1357-2238

Romualdo Vasquez Ortiz

Doctorado en Mejoramiento Genético
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Campo Experimental Iguala

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0001-8903-9478

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX

EN GUERRERO

Régulo Jiménez Guillen

Doctorado en Mejoramiento genético
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Sitio Experimental Hidalgo

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0003-1835-7721

Rafael Ariza Flores

Doctorado en Frutales

Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

Campo Experimental Iguala

Iguala de la Independencia, Guerrero, México
https://orcid.org/0000-0001-5764-2723

RESUMEN: La jamaica (Hibiscus sabdariffa)
es afectada por severas enfermedades como
tizon y manchado del caliz (MCJ). El objetivo
fue estudiar las relaciones entre fluctuacion
estacional de esporas de Corynespora y
Coniella patégenos del manchado y tizon de
calices y hojas, las condiciones de clima vy
severidad (MCJ) en Ayutla, Gro., México. Las
esporas fueron monitoreadas, en dos ciclos, se
aislaron los hongos y se realizé la identificacion
morfologica y molecular de Coniella, el
estudio se centro en patégenos reportados
en Meéxico. Las pruebas de patogenicidad
con C. diplodiella y C. cassiicola confirmaron
la sintomatologia muy similar entre ambos
hongos. Coniella fue el mas abundante (48%)
y con menos cantidad Corynespora (8.7%).
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La dinamica de esporas tuvo una fluctuacién mensual y relacionada con el clima. Las
temperaturas maximas y medias (°C) y promedio de radiacién global (W/m?) mostraron
correlaciones positivas significativas con la abundancia de esporas de Coniella y el total
de esporas, mientras que la precipitacion (mm), temperatura minima, velocidad del viento
maxima (Km hr') y horas de radiacion solar, sus relaciones fueron negativas con las
fluctuaciones de esporas de Corynespora. La severidad del manchado de hojas y calices
fue correlacionada positiva y significativa con el nimero de esporas capturadas.
PALABRAS CLAVE: Hibiscus sabdariffa; Coniella; Corynespora.

1. INTRODUCCION

La jamaica es un cultivo de importancia econdmica, social y medicinal a pesar
de su susceptibilidad a varias enfermedades. En el afio 2018 generd un valor de
produccién superior a los 293 millones de pesos, donde Guerrero aportd el 70 % de
la produccion de este cultivo del total en el pais. No obstante, el cultivo es afectado
por varios factores durante el desarrollo vegetativo y produccion, dentro de los cuales
destaca los problemas fitosanitarios como la enfermedad denominada manchado de
caliz (MCJ), inducido por los hongos Pilidella (=Coniella) diplodiella (Correa et al., 2011),
C. javanica (Barron et al., 2019) y Corynespora cassiicola (Ortega-Acosta, 2016). El MCJ
aparecio en Guerrero, en el ciclo 2009, donde el Consejo Estatal de la jamaica reportd
pérdidas cercanas al 80 % de la produccion. Por lo que el objetivo de este trabajo fue
estudiar la fluctuacion estacional de esporas de los principales fitopatégenos y evaluar

la influencia del clima sobre sus concentraciones y la severidad del MCJ.

2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El trabajo se realizd en una plantacién de jamaica localizada
en Pozolapa, Mpio. de Ayutla de los Libres, Guerrero, México (16° 53’ 35.2”N, 99° 05’
59.770), a una altitud de 275 msnm, con antecedentes de alta incidencia de la mancha
acuosa de hojas, tizon calices y MCJ, durante dos ciclos de produccion en primavera-
verano 2017 y 2018. El municipio presenta clima calido subhimedo (Aw1) (Garcia, 2004).
La plantacion bajo estudio fue de una hectarea. La siembra se realizé el 04 y 10 de julio
de 2017 y 2018 respectivamente, con espeque, con cuatro a seis semillas por mata del
genotipo denominado “Coneja”, a distancia de 1.0 m entre surcos y matas. Cuando las
plantas tuvieron 10 cm de altura, se realizé un raleo, para dejar dos a tres plantas por
mata, con una densidad aproximada de 25,000 plantas ha™. La fertilizacion se realizé con
la féormula 45-30-20 en dos aplicaciones (Alejo, 2016). En la plantacion no se aplicaron

agroquimicos para el control de plagas y enfermedades.
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Identificacion de hongos. En 2017 se colectaron dos hojas y dos célices con
manchas irregulares con puntos hundidos necréticos de la parte intermedia de 14 plantas,
los cuales se cortaron en 56 fragmentos de 2.0 mm, se desinfectd la superficie con
hipoclorito de sodio al 1.0% durante 30 s y se enjuagaron en tres cambios sucesivos de
agua destilada estéril y se sembraron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA),
y se incubd durante seis dias a 26 °C por 12 horas de fotoperiodo. De estas colonias
en crecimiento se obtuvieron 28 subcultivos y se realizaron cultivos monoconidiales por
la técnica de rayado en agar al 2 %. Luego de seis dias se procedio a identificar hasta
nivel de género las colonias fungosas obtenidas en cada muestra, empleando las claves
Barnett y Hunter (1998).

De los aislamientos realizados se seleccionaron dos colonias de Phoma, se
purificaron mediante transferencias de puntas de hifas. Para la extraccion de ADN se
realizaron transferencias a medio liquido papa-dextrosa, se incubaron por 24 horas en
agitacion y se colecto el micelio. La extraccion del ADN se realizé mediante el método de
Dellaporta et al. (1983), su concentracion, calidad y pureza se cuantificé en un nanodrop
One marca Thermo Scientific®, colocando 2 uL de ADN por muestra. Para confirmar la
identificacion de las cepas, se amplificaron las regiones del espacio transcrito interno
(ITS) usando los iniciadores ITS1/ ITS4 (White et al., 1990), las PCR se realizaron con el
kit de QIAGEN Top Tag Master mix, en el termociclador Bio-RadT-100®. Las condiciones
para la amplificacion fueron una etapa inicial de pre-incubacion por dos min a 95 °C
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion por 30 s a 95 °C, hibridacion por 30 s a 55
°C y extensioén por un minuto a 72 °C y una etapa final de extension durante 10 min a 72
°C (White et al., 1990). Los fragmentos amplificados fueron visualizados mediante gel de
agarosa en TAE al 1.0 %, tefiidos con GelRed. El fragmento de ADN amplificado se envio
a secuenciar en ambas direcciones con el metodo de didesoxinucleotidos marcados en
el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) en el Laboratorio Nacional
de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, A.C. (IPICYT). Las secuencias obtenidas se compararon para su
identificacion con una busqueda de secuencias en las bases de datos del banco de genes
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1997; Zhang et al., 2000).

Para confirmar la patogenicidad de dos cepas seleccionadas, se utilizaron
plantas sanas de jamaica susceptibles de los genotipos Ayutla y Tecoanapa. La cepa
de C. cassiicola proveniente de H. sabdariffa (MFO00878.) fue obtenida de la coleccion

de micologia del Colegio de Postgraduados México (Dr. Javier Hernandez-Morales)
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y la segunda cepa, identificada por morfologia como Phoma, seleccionada para su
identificacion con marcadores ITS. Cada cepa se considerd un tratamiento y la unidad
experimental fue una planta. Seis plantas por genotipo fueron inoculadas con C. cassiicola
y otras seis por genotipo con Phoma y se usaron tres plantas por genotipo como testigo
(aspersion con agua destilada estéril) de 28 dias de edad en un bioespacio ubicado en el
Campo Experimental Iguala en 2017 (28°C y 66% de humedad relativa). La inoculacion se
realizo rociando las hojas sanas con una suspension de esporas (6x10” esporas/mL para
C. cassiicola y 1x107 esporas/mL para Phoma. Posteriormente, las plantas se cubrieron
durante tres dias con una bolsa plastica, desinfectada con alcohol, para mantener una
temperatura de 28.9°C y 88% de humedad relativa, se evaluaron las 12 primeras hojas
para determinar la incidencia de los sintomas. Una segunda inoculacioén se realizé a los
77 dias de edad de las plantas, la temperatura fue 27.3°C y 70% humedad relativa, los
botones de flor fueron asperjados con una suspension de esporas (6x107 esporas/mL
para C. cassiicola y 10x107 esporas/mL para Phoma) y el tratamiento testigo se asperjo
con agua destilada estéril, se evaluaron los tres primeros calices por planta. La incidencia
de la enfermedad se calculé dividiendo el nimero de hojas y calices con sintomas entre el
numero total de hojas y célices multiplicado por 100. Las evaluaciones en hojas y calices
se hicieron a los 3, 8 y 15 dias después de la inoculacion. Una hoja y caliz por planta fue
sembrado en PDA por tratamiento con la metodologia anteriormente descrita y se volvioé
a aislar de los tejidos con manchas, las colonias y sus estructuras reproductivas, las que
se compararon con las caracteristicas de las colonias inoculadas originalmente.
Muestreo de esporas. En 2017 y 2018, durante julio a noviembre, se capturd y se
contaron las esporas presentes en el aire, en la plantacion experimental, se utilizé una
trampa volumétrica tipo Burckard, la que trabaja mediante un proceso de succion de aire
continuo, con un registro de siete dias (Gadoury y MacHardy, 1983). La trampa de esporas
se coloco en el centro de la plantacion, a 1.7 m de altura por encima del dosel de la jamaica.
Las esporas succionadas fueron impactadas sobre un tambor cilindrico, cubierto por una
cinta Janel transparente recubierta con vaselina, la cinta fue cortada en secciones de
39.5 mm correspondientes a cada periodo de 24 horas y montada sobre un portaobjetos.
El conteo de esporas fue en tres transectos a 400x de aumento, calculando el promedio
observado por 24 h. Cuando menos de cinco esporas fueron observadas, otros tres
transectos fueron contados y se calculd el promedio; para reportar la concentracion de
esporas acumuladas en siete dias. El monitoreo de esporas se realizé durante 133 y 122
dias en 2017 y 2018 respectivamente, en las etapas fenologicas de crecimiento vegetal,

desarrollo de yemas florales, fructificacion y previo a cosecha.
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Mediciones meteorologicas. Los factores climaticos de precipitacion,
temperatura, humedad relativa, radiacion global y velocidad del viento se registraron en
una estacion meteoroldgica Davis Vantage PRO2, desde julio a diciembre, en 2017 y 2018
respectivamente. Con los registros radiacion global se estimé el nimero de horas con luz
solar por dia.

Monitoreo de la severidad de la enfermedad. El nivel de dafo de la enfermedad
se determind en 25 plantas seleccionadas al azar, en cada una se seleccioné una
hoja y céliz por rama de la base, intermedia y superior de la planta por punto cardinal,
contabilizando 12 hojas y cdlices por planta y con una escala diagramatica de Ortega-
Acosta et al. (2016), con rango de O al 5, en hoja O=sano (0% de dafio) y 5=dafo severo
(>57 % de dano); en céliz O=sano (0% de dano) y 5=dafo severo (>77 % de dafo) para
determinar la severidad. El periodo de evaluacion para hojas fue en septiembre previo a
la emergencia de flores y para calices en noviembre antes de la cosecha de 2017 y 2018.

Analisis estadistico. Los registros de captura de esporas se agruparon en
periodos de siete dias y se analizaron con estadisticas descriptivas y la correlacion
de Spearman (SAS, 2010) entre densidad de esporas acumuladas semanalmente
y datos de clima. También se utilizd la correlacion de Spearman para relacionar la
cantidad de esporas acumuladas semanalmente con severidad de la enfermedad en

hojas y calices.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de hongos. Cuatro géneros patogénicos fueron identificados:
Coniella, Corynespora, Lasiodiplodia, Curvularia y Alternaria. EI género Coniella con
44.4 % de abundancia de esporas. ElI género Corynespora tuvo uno de las menores
concentraciones con 9.0 % de esporas. El estudio se concentrd en Coniellay Corynespora
debido a que han sido reportados como agentes causales del MCJ.

Distribucion temporal de inoculo en el aire. En el periodo de muestreo se
observo la presencia de inoculo de Coniella y Corynespora (Figura 1). Después del
periodo de siembra, a los 10 dias se registro la primera presencia de esporas de Coniella
y Corynespora con un promedio de 20 y 4.5 esporas/semana en julio respectivamente.
En el desarrollo vegetativo, ambos hongos, bajaron sus niveles poblacionales. Coniella
con 0.7 esporas/semana en promedio, del 25 de agosto al 13 de octubre. Corynespora
sus poblaciones fueron mas altas con 1.9 esporas/semana en promedio entre las mismas
semanas. Sin embargo, en el desarrollo de yemas florales, fructificacion y la cosecha sus

niveles poblaciones se incremento, Coniella con 41.2 esporas/semana en promedio del 13
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de octubre al 24 de noviembre. Mientras Corynespora sus poblaciones promedio fueron
71 esporas/semana durante el mismo lapso.
Figura 1. Distribucion semanal de esporas de Coniella y Corynespora presentes en el aire, desde julio hasta

noviembre de 2017 y 2018. La fenologia de la jamaica se muestra en la parte inferior. Los periodos tipicos de
siembra, floracion y cosecha en Guerrero se indican con lineas negras.
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Correlacion entre esporas y variables meteoroldgicas. La correlacion
entre concentraciones de hongos y variables meteoroldgicas se realizd con la
prueba de correlacion de Spearman’s (Cuadro 1). La lluvia indujo un efecto negativo
para la concentracion de inoculo de Coniella, Corynespora y total de esporas. La
temperatura fue la variable mas influyente en la dinamica de poblacién de esporas
en el aire. La temperatura maxima mostré una correlacion positiva significativa con
las fluctuaciones poblacionales de Coniella y el total de esporas. Las temperaturas
diurnas maximas menos la minima mostraron correlacion positiva con las poblaciones
de Coniella, Corynespora y total de esporas. El nUmero de horas con radiacion solar
también tuvo influencia en la dinamica de poblacion, con una influencia negativa

sobre Corynespora.
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Cuadro 1. Correlacion de Spearman’s entre la concentracion de esporas acumuladas semanalmente y las variables
meteoroldgicas*. Ciclos primavera verano 2017. Pozolapa Mpio. de Ayutla, Guerrero.

Hongo PP Tmax Tmax-min HRG

Coniella -0.91736 0.79007 0.86002 -0.32056
<.0001 <.0001 <.0001 01947
Corynespora -0.647 0.45803 0.56522 -0.52361
0.0037 0.0559 0.0145 0.0257

Total de
esporas -0.63326 0.56567 0.50362 0.02745
0.0048 0.0144 0.0331 0.9139

aCoeficiente de correlacion; ® Nivel de significancia; nimero de observaciones 18.
*PP=precipitaciéon (mm); Tmax=temperatura maxima (°C); Tmax-min=temperatura diurna maxima-minima y
HRG=horas de radiacion global (W/m?).

Correlacion entre el MCJ y las esporas de Coniella y Corynespora. La
correlacion entre la enfermedad MCJ y la fluctuacion de esporas se presentan el
Cuadro 2. La severidad de la enfermedad en las hojas (evaluadas en septiembre) y caliz
(evaluadas en octubre-noviembre) y el numero acumulado de esporas de Coniella y el
total de esporas fue positiva y significativa. Los resultados mostraron la interaccion entre
el hospedero, clima e in6culo, durante las etapas fenologicas del cultivo, favoreciendo en
parte el MCJ, por lo que su distribucion sobre el follaje no fue uniforme.

La concentracion de esporas sobre el cultivo estuvo estrechamente relacionada
con las condiciones ambientales previas a su captura. Se encontraron correlaciones
negativas entre la lluvia y concentracion de Coniella, Corynespora y esporas totales, al
parecer cuando ocurren lluvias torrenciales > 138 mm, la concentracion de esporas en
el aire se reduce. Similar a lo reportado para otros hongos, donde indican que la lluvia
aparentemente lava el indculo (Blanco et al., 2006). No obstante, las condiciones himedas
del suelo y hojas que persisten después de un evento de lluvia contribuyen a aumentar
la densidad de esporas de hongos en el aire (Ganthaler y Mayr, 2015). En crecimiento
vegetativo, la presencia de esporas de Coniella y de una continua presencia de tejido
susceptible (hojas jovenes y maduras), de julio-septiembre, no es limitante en cuanto a
disponibilidad de tejido hospedante. No obstante, en septiembre, previo a la floracion se
presenta una defoliacion de hojas afectadas por manchas foliares, lo cual disminuye el
MCJ, a pesar del rapido incremento de tejido nuevo libre de la enfermedad, aunado a la
poca concentracion de inoculo en el aire, posiblemente por el lavado de las esporas por
las lluvias torrenciales en este mes. Cuando se presenta la floracion (octubre-noviembre),
coincide con lafase de crecimiento acelerado de la enfermedad presente en el follaje joven,

con altos niveles de indculo (Coniella'y Corynespora con >100 y 8 esporas/semana sobre
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el cultivo respectivamente) y con las condiciones atmosféricas idéneas para la epidemia
(temperatura media por dia 25.3-26.6°C, con humedades relativas >84% y con 12-11.2 hr de
radiacion solar por dia). Es importante reducir las aplicaciones de fungicidas inoportunas y
potencialmente innecesarias, a través de informacion de indculo transportado por el aire,
que permita estimar el riesgo de acumulacion potencial de esporas y su germinacion, lo
que ayudaria ajustar los intervalos de aplicacion de fungicidas bajo un manejo integrado.

Cuadro 2. Correlacion de Spearman’s entre la severidad de manchado del céliz de jamaica y la concentracion de
esporas acumuladas semanalmente. Ayutla de los Libres, Guerrero. Ciclo 2017.

Hongo Severidad MCJ en planta*
Coniella 0.73055°
0.0396"
8c
Corynespora 0.64458
0.0845
8
Total de esporas 0.73055
0.0396
8

" Evaluacion de severidad en hoja (septiembre) y caliz (octubre-noviembre)
a Coeficiente de correlacion; ® Nivel de significancia y © NUmero de observaciones.

4. CONCLUSIONES

Las esporas de Coniellay Corynespora fueron los géneros comunes presentes en
el aire sobre el cultivo de jamaica. Las variaciones del clima, temperatura y precipitacion
principalmente, determinan las concentraciones de esporas sobre el cultivo. La severidad
del manchado del céliz estuvo correlacionada positiva y significativamente con el numero

de esporas de Coniella 'y Corynespora acumulados semanalmente.
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RESUMEN: Oebalus spp. constituye una de las principales plagas del arroz durante
las etapas reproductivas del cultivo, ocasionando pérdidas en rendimiento y calidad
industrial del grano. La temperatura y la humedad relativa son variables clave en
la dinamica poblacional de insectos fitéfagos; sin embargo, aun existe escasa
informacion sobre la capacidad predictiva de variables climaticas sobre la abundancia
de Oebalus spp. bajo condiciones tropicales. El estudio se realizd entre 2024 y 2025
en tres localidades arroceras del litoral ecuatoriano: Daule, Salitre y Santa Lucia. Se
realizaron monitoreos semanales mediante 10 pases dobles de red en lotes comerciales
sembrados con la variedad SFL-11, y se registré la temperatura media, temperatura
maxima y humedad relativa. La abundancia poblacional de Oebalus spp. fue analizada
mediante Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM). Daule presento6 las mayores
abundancias poblacionales de Oebalus spp., asociadas a temperaturas medias de 271
°C y maximas de 31.7 °C. La temperatura media mostré la mayor asociacion positiva con
la abundancia del insecto, mientras que temperaturas maximas elevadas mostraron un
efecto parcialmente limitante sobre las capturas. La fluctuacién poblacional present6
incrementos progresivos desde la semana 7, alcanzando los mayores picos entre las
semanas 9y 12 del cultivo. Los niveles poblacionales registrados superaron los umbrales
econdmicos de tratamiento reportados para la plaga. La temperatura media fue la
principal variable climatica asociada con la abundancia de Oebalus spp., mientras que
temperaturas maximas elevadas limitaron parcialmente las poblaciones. Los modelos
GLMM permitieron describir las capturas por unidad de muestreo siendo de gran utilidad
para el desarrollo de programas de monitoreo y manejo integrado en sistemas arroceros
del litoral ecuatoriano.

PALABRAS CLAVE: fluctuacion poblacional; monitoreo de Oebalus; parametros
climaticos; umbrales de tratamiento.

ESTIMATION OF THE ABUNDANCE OF Oebalus spp. (Hemiptera: Pentatomidae) IN
COMMERCIAL RICE CROPS ON THE ECUADORIAN COAST

ABSTRACT: Oebalus spp. is one of the major pests of rice during the crop’s reproductive
stages, causing losses in yield and in the industrial quality of the grain. Temperature and
relative humidity are key variables in the population dynamics of phytophagous insects;
however, information remains limited regarding the predictive power of climatic variables
with respect to the abundance of Oebalus spp. under tropical conditions. The study was
conducted between 2024 and 2025 at three rice-growing locations on the Ecuadorian
coast: Daule, Salitre, and Santa Lucia. Weekly monitoring was carried out using 10
double-net sweeps on commercial plots planted with the SFL-11 variety, and the average
temperature, maximum temperature, and relative humidity were recorded. The population
abundance of Oebalus spp. was analyzed using generalized linear mixed models (GLMM).
Daule had the highest population abundances of Oebalus spp., associated with average
temperatures of 271 °C and maximum temperatures of 31.7 °C. Average temperature
showed the strongest positive association with insect abundance, while high maximum
temperatures had a partially limiting effect on captures. Population fluctuations showed
progressive increases starting in week 7, reaching their highest peaks between weeks 9
and 12 of the growing season. The recorded population levels exceeded the economic
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intervention thresholds established for this pest. Average temperature was the main
climatic variable associated with the abundance of Oebalus spp., while high maximum
temperatures partially limited population size. GLMM models made it possible to describe
catches per sampling unit, proving highly useful for the development of monitoring and
integrated management programs in rice-growing systems the Ecuadorian coast.
KEYWORDS: population fluctuation; Oebalus monitoring; climate parameters; treatment
thresholds.

1. INTRODUCCION

El arroz constituye uno de los cultivos alimentarios mas importantes a nivel
mundial y representa la base de la seguridad alimentaria para millones de personas,
especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Sin embargo, la productividad y
calidad del cultivo se encuentran constantemente amenazadas por diversos insectos
fitofagos, entre los cuales los chinches del arroz del género Oebalus destacan por
su capacidad de ocasionar pérdidas econdémicas significativas durante las etapas
reproductivas del cultivo. Estos insectos se alimentan mediante la succion del contenido
de los granos en estado lechoso y pastoso, afectando directamente el llenado del grano,
reduciendo el peso y favoreciendo la presencia de granos vanos, manchados y quebrados
durante el procesamiento industrial (Awuni et al., 2015). Ademas, las infestaciones
severas pueden comprometer considerablemente la calidad molinera y y reducciones
del grano entero (Wilson & Stout, 2020).

La dinamica poblacional de los insectos fitofagos esta estrechamente
relacionada con las condiciones climaticas, particularmente con las altas temperaturas
y humedad relativa, y sugiere que son predictores clave del tamano de la poblacion
de insectos y el rango de héabitat (Walters & Mackay, 2003) (Chown et al., 2011). Otros
estudios mencionan que existen indicios de que lahumedad relativay las precipitaciones,
ademas de la temperatura, son factores importantes para determinar el tamano de la
poblacion y el potencial de dafio causado por otras especies de chinches hemipteras
(Boopath et al., 2017) (Bigirimana et al., 2019). Ademas, es de especial interés que para
algunas especies de insectos, la alta humedad puede aumentar la tolerancia a las altas
temperaturas, mientras que en otros insectos, la alta humedad reduce la supervivencia
a altas temperaturas (Fisher et al., 2021).

Se prevé que el incremento global de las temperaturas ambientales modifique
significativamente la dinamica poblacional de numerosos insectos plaga y aumente su
capacidad de dispersion e invasion hacia nuevos habitats (Cammell & Knight, 1992; Bale

et al,, 2002; Deutsch et al., 2018). Asimismo, se proyecta que los eventos de temperaturas
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extremas y olas de calor aumenten en frecuencia e intensidad a nivel mundial, generando
cambios importantes en la ecologia de las plagas agricolas (Perkins et al., 2013).

El arroz constituye uno de los principales cultivos agricolas del Ecuador y
representa una actividad estratégica a nivel socioeconomico dado que constituye uno
de los alimentos basicos de la dieta nacional (Farah et al., 2025), especialmente en las
provincias de Guayas con 269.907 hectareas sembradas, seguidas por Los Rios con
110.455 hectareas producidas, donde se concentra gran parte de la produccion nacional
(Sistema de Informacion Publica Agropecuaria del Ecuador, 2026). Las condiciones
climaticas predominantes del litoral ecuatoriano, caracterizadas por temperaturas
elevadas y alta humedad relativa durante gran parte del afo (Arredondo et al., 2022),
favorecen el desarrollo continuo de diversas plagas insectiles asociadas al cultivo de
arroz, entre ellas los chinches del arroz del género Oebalus. Investigaciones desarrolladas
en Ecuador han reportado la presencia e incidencia de Oebalus spp. en sistemas
arroceros de la provincia del Guayas, destacando su importancia dentro del complejo de
insectos plaga asociados al cultivo (Farah et al., 2025). En los Ultimos afos, productores
arroceros del litoral ecuatoriano han reportado incrementos en la incidencia y severidad
de infestaciones de chinches durante las etapas reproductivas del cultivo, generando
preocupacion debido a las pérdidas asociadas con el deterioro de la calidad molinera y el
incremento de granos manchados y vanos ocasionando pérdidas productivas que pueden
oscilar entre el 30 y el 65% (Llerena-Ramos et al., 2025). Esto se debe principalmente a
la alimentacién de la ninfa y adulto a través de la succion del contenido acuoso de los
granos de arroz (Hajjar et al., 2023).

En el caso de Oebalus spp., se ha documentado que los adultos inicialmente se
establecen en areas circundantes al cultivo, particularmente en vegetacion presente
en bordes y muros divisorios, desde donde posteriormente migran hacia los arrozales
conforme el cultivo alcanza etapas reproductivas, cumpliéndose una generacion
cada cuatro semanas, es decir, cuatro generaciones por temporada (Sutherland &
Baharally, 2003). Estudios de fluctuacion poblacional han demostrado que las mayores
abundancias de chinches del arroz ocurren durante la floracion y llenado del grano,
registrandose incrementos significativos en las capturas mediante redes de barrido
durante estos periodos fenoldgicos; asimismo, se ha observado que la actividad del
insecto disminuye durante las horas de mayor temperatura del dia, registrandose
menores capturas en horarios de maxima radiacion solar respecto a horarios matutinos
y vespertinos (Rashid et al., 2006). Estos antecedentes sugieren que las variaciones
térmicas pueden modificar tanto la abundancia poblacional como el comportamiento de

dispersion y actividad superficial del insecto dentro del cultivo.
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Desde el punto de vista del manejo integrado, el monitoreo poblacional constituye
una herramienta fundamental para la toma de decisiones oportunas. La literatura reporta
umbrales econdmicos de aproximadamente cinco chinches por cada diez barridos, sin
embargo, se necesita mas investigacion para determinar el umbral especifico, dado
que por la gravedad de los danos ocasionados por esta plaga, el umbral actual de 5 por
cada 10 barridos parece ser menor (Awuni et al., 2015). En este contexto, los métodos
de muestreo poblacionales permiten no solo estimar la intensidad de infestacion, sino
también predecir la probabilidad de que las poblaciones alcancen niveles capaces de
ocasionar dafno econdmico durante las etapas reproductivas del cultivo.

A pesar de la importancia economica de Oebalus spp. en sistemas arroceros
tropicales, aun persisten vacios de conocimiento relacionados con la dinamica espacio-
temporal de sus poblaciones y con la capacidad predictiva de las variables climaticas
sobre la abundancia del insecto en condiciones de campo. Aunque diversos estudios
han abordado la fluctuacion poblacional y los dafios ocasionados por chinches del arroz,
la mayoria de las investigaciones se han basado en correlaciones simples y andlisis
temporales basicos. En este contexto, son limitados los estudios que incorporan enfoques
estadisticos jerarquicos, como los modelos lineales generalizados mixtos (GLMM),
para evaluar simultaneamente los efectos climaticos, espaciales y temporales sobre la
abundancia poblacional de la plaga.

Autores como Rashid et al. (2006) enfatizan que un método de muestreo
funcional debe permitir el desarrollo de densidades poblacionales capaces de ocasionar
danos economicos, destacando la necesidad de utilizar enfoques analiticos con mayor
capacidad predictiva, como se han realizado en estudios previos (Zidon et al., 2016;
Michel et al., 2017; Madden & Ojiambo, 2024; Cuzco et al., 2025).

En Ecuador, la informacion relacionada con la dinamica poblacional de Oebalus
spp. Y su relacion con variables climaticas es aun escasa, particularmente bajo distintas
condiciones agroecoldgicas de produccion arrocera del litoral ecuatoriano. Por lo tanto,
el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la temperatura media,
temperatura maxima y humedad relativa sobre la abundancia y fluctuaciéon poblacional
de Oebalus spp. en diferentes localidades arroceras del litoral ecuatoriano, mediante la
aplicacion de modelos predictivos basados en GLMM para determinar la relacion entre
las variables climaticas y la dinamica poblacional del insecto durante el ciclo del cultivo.

2. MATERIALES Y METODOS

La fase | del proyecto se desarrollé entre 2024 y 2025 realizando el monitoreo

poblacional de insectos plaga en tres localidades productoras de arroz de la provincia del
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Guayas: Daule, Salitre y Santa Lucia, caracterizadas por mantener produccion arrocera
durante gran parte del afo.

El estudio se establecid bajo un esquema de muestreo jerarquico con medidas
repetidas en el tiempo, considerando las localidades como efecto fijo y los lotes como
unidades espaciales anidadas dentro de cada localidad. Las evaluaciones poblacionales
se realizaron semanalmente mediante pases dobles de red en sistemas comerciales de
arroz manejados bajo practicas agrondémicas convencionales y sin uso de umbrales de
tratamiento para la aplicacion de pesticidas.

Las fincas evaluadas presentaron superficies aproximadas entre 50 y 100 cuadras
sembradas con la variedad SFL-11. En cada localidad se seleccionaron aleatoriamente
cuatro lotes permanentes para el seguimiento poblacional de las principales plagas del
cultivo, incluyendo Oebalus spp., asi como de la fauna benéfica asociada. Con el fin de
homogenizar el esfuerzo de muestreo, en cada lote se realizaron 10 pases dobles de red
y se registré semanalmente el numero de adultos y ninfas capturados.

Los monitoreos se efectuaron entre las 08:00 y 09:00 h, periodo considerado
entre los mas frescos del dia y asociado con una mayor actividad superficial y probabilidad

de captura de chinches del arroz (Rashid et al., 2006).

21. REGISTRO DE PARAMETROS CLIMATICOS

En cada localidad se coloco un termohigrometro Elitech 6G Data Logger (Elitech
Technology Inc., San José, CA, EE. UU.) programado para registrar cada 15 minutos
la temperatura (°C) y la humedad relativa (%) (Elitech, 2025). Se colocaron a 1,50 m
del suelo, protegidos de la luz solar directa dentro de una caja para evitar registros
inapropiados. Se calculd la temperatura media, temperatura maxima y la humedad

relativa de cada localidad.

2.2. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de datos se realizo en el entorno de programacién RStudio (version
4.5.2) utilizando Modelos Lineales Mixtos Generalizados (GLMM) de la familia binomial
negativa para modelar datos de conteo con sobredispersion. Se ajustd un modelo base
considerando la localidad como efecto fijo, mientras que la semana de evaluacion y el
lote se incorporaron como efectos aleatorios para representar la variabilidad temporal y
espacial del sistema de muestreo. Posteriormente, se evaluaron de manera independiente
los efectos de latemperatura media, temperaturamaximay humedad relativa, incorporando

cada variable climatica como covariable fija junto con la localidad.
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Las estimaciones fueron exponenciadas para facilitar la interpretacion bioldgica
de los interceptos. Los parametros de los modelos fueron estimados mediante maxima
verosimilitud y las comparaciones entre localidades se realizaron mediante pruebas de
Tukey utilizando medias marginales estimadas.

La validacion de supuestos se realizé evaluando dispersion, la uniformidad de los
residuos se comprobo mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. e inflacion de ceros
mediante simulacion de residuos. El modelo fue seleccionado con base a la ausencia
de desviaciones de los supuestos y los menores valores del Criterio de Informacion de
Akaike (AIC).

3. RESULTADOS

31. ABUNDANCIA POBLACIONAL POR UNIDAD DE MUESTREO EN LAS
LOCALIDADES

En la Figura 1, se observa que la abundancia de Oebalus spp. por unidad de
muestreo presenté diferencias significativas entre localidades. Daule registrd la mayor
abundancia esperada, con 010 individuos por pase de red, difiriendo estadisticamente
de Salitre (0.039 individuos) y Santa Lucia (0.038 individuos), las cuales no presentaron
diferencias significativas entre si. Los intervalos de confianza evidenciaron una alta
variabilidad en las capturas, asociada a las aplicaciones de plaguicidas realizadas durante
el ciclo del cultivo en los sistemas comerciales evaluados, las cuales pudieron modificar
temporalmente la abundancia poblacional del insecto entre semanas y localidades.

Figura 1. Comparacion de la abundancia obtenida por unidad de muestreo. Letras iguales no presentan diferencias
estadisticas (p < 0.05) segun la prueba de Tukey.

@

Abundance per sampling unit
»n ~

Daule Salitre Stalucia
Locations
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3.2. MAGNITUD RELATIVA DE ABUNDANCIA DE OEBALUS SPP. BAJO VARIABLES
CLIMATICAS

Los valores registrados de temperatura media, temperatura maxima y humedad

relativa promedio en las localidades estudiadas se presentan a continuacion:

Tabla 1. Parametros climaticos de las localidades estudiadas.

Parametros Daule Salitre Santa Lucia
Temperatura promedio (°C) 271 27.8 25.4
Temperatura maxima (°C) 317 35.9 31.8
Humedad relativa (%) 815 84.0 81.6

Bajo condiciones promedio de temperatura media, la abundancia de Oebalus en
Daule fue aproximadamente 16.9 veces mayor que en Santa Lucia (p = 0.0033), mientras
que no se detectaron diferencias significativas entre Daule y Salitre. Asimismo, Salitre
presentdé una abundancia aproximadamente 15.3 veces mayor que Santa Lucia, aunque
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p = 0.0738). Por otra parte, con
la temperatura maxima Daule presentd abundancias aproximadamente 2.6 veces mayores
que Santa Lucia (p < 0.001), mientras que no se observaron diferencias significativas entre
las demas localidades.

En condiciones promedio de humedad relativa, Daule presenté abundancias
aproximadamente 3.9 veces mayores que Salitre, aunque las diferencias fueron
marginalmente no significativas (p = 0.0703). Asimismo, Daule registré abundancias
aproximadamente 2.6 veces mayores que Santa Lucia (p < 0.001), mientras que Salitre
present6 una abundancia 0.67 veces menor que Santa Lucia, sin diferencias estadisticas

significativas entre ambas localidades (p = 0.8054).

Tabla 2. Magnitud relativa de la abundancia de Oebalus entre localidades.

Parametros Estimaciones SE Z value p - value

Temperatura media

Daule - Salitre 0.0983 0.402 0.244 0.9677
Daule - Santa Lucia 2.8257 0.869 3.250 0.0033
Salitre - Santa Lucia 27274 1.250 2185 0.0738

Temperatura maxima

Daule - Salitre 0.838 0.620 1.351 0.3670
Daule - Santa Lucia 0.971 0133 7272 0.0001
Salitre - Santa Lucia 0133 0.597 0.223 0.9730

Humedad relativa
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Parametros Estimaciones SE Z value p - value

Daule - Salitre 1.363 0.618 2.205 0.0703
Daule - Santa Lucia 0.969 0131 7.403 0.0001
Sallitre - Santa Lucia -0.394 0.629 -0.627 0.8054

Nota: Los valores estan representados en una escala logaritmica.

La Tabla 3 evidencia diferencias estadisticas en la abundancia de Oebalus por
unidad de muestreo en funcion de las variables climaticas evaluadas y las localidades de
estudio. En el modelo base, sin considerar la interaccion de los parametros climaticos,
Daule present6 la mayor abundancia promedio del insecto, registrando 0.10 chinches
por unidad de muestreo, valor significativamente superior al observado en Salitre y
Santa Lucia, donde se registraron abundancias similares de 0.04 insectos por unidad
de muestreo.

La temperatura media mostro un incremento importante en las capturas ya que
Daule registro la mayor abundancia promedio con 019 insectos por unidad de muestreo,
seguido de Salitre con 017 insectos, sin presentar diferencias estadisticas marcadas
entre ambas localidades. En contraste, Santa Lucia mostré valores practicamente
nulos, con apenas 0.001 insectos por unidad de muestreo, evidenciando una respuesta
poblacional muy limitada bajo esta variable climatica.

En relacion con la temperatura maxima, los resultados mostraron una disminucion
general en las capturas respecto a la temperatura media. Daule mantuvo la mayor
abundancia con 0.10 chinches por unidad de muestreo, mientras que Salitre y Santa Lucia
registraron valores considerablemente menores, ambos cercanos a 0.04 insectos por
unidad de muestreo.

Por otra parte, la humedad relativa presentd un comportamiento diferencial
entre localidades. Daule nuevamente registré la mayor abundancia promedio con 012
insectos por unidad de muestreo, mientras que Santa Lucia mostré una abundancia
moderada de 0.04 insectos. En contraste, Salitre presentd una ligera reduccion en las
capturas, con apenas 0.03 insectos por unidad de muestreo.

Dado que los valores estimados corresponden a la abundancia predicha
por pase de red y considerando la estructura jerarquica del experimento, asi como
la variabilidad temporal y espacial asociada a las semanas de evaluacion y lotes
muestreados, el valor estimado de 010 registrado en Daule en el modelo base
equivale aproximadamente a cuatro individuos capturados por semana, considerando
10 pases de red realizados en cuatro lotes evaluados simultaneamente. Asimismo,

bajo condiciones de temperatura media, la abundancia predicha en Daule (0.19)
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representa a nueve individuos capturados por unidad de muestreo. En Salitre, la mayor
abundancia esperada también se registrd bajo condiciones de temperatura media,
con siete individuos por unidad de muestreo. En contraste, Santa Lucia presento las
menores abundancias predichas, estimandose capturas cercanas a dos individuos

bajo condiciones de temperatura maxima y humedad relativa.

Tabla 3. Abundancia esperada de Oebalus spp. por unidad de muestreo en funcién de los parametros climaticos.

Respuesta Daule Salitre Santa Lucia
Base del modelo 010 b 0.04 a 0.04 a
Temperatura promedio 019b 017 ab 0.001a
Temperatura maxima 010 b 0.04 ab 0.04 a
Humedad relativa 012b 0.03 ab 0.04 a

Localidades con letras iguales no presentan diferencias estadisticas (p < 0.05) segun la prueba de Tukey.

3.3. FLUCTUACION POBLACIONAL DE OEBALUS SPP.

La Figura 2 presenta la fluctuacion semanal del nimero promedio de chinches
capturados mediante pases de red durante el ciclo del cultivo en las tres localidades
evaluadas. En términos generales, se observo una baja incidencia del insecto durante
las primeras semanas de evaluacion, particularmente en Salitre y Santa Lucia, donde las
capturas fueron practicamente nulas hasta aproximadamente la semana 7. En contraste,
en Daule se registrd presencia del insecto desde etapas mas tempranas del cultivo,
observandose capturas a partir de la semana 5 y una permanencia continua de la plaga a
lo largo de todo el periodo de monitoreo.

A partir de la semana 7 se evidencié un incremento progresivo en las capturas en
las tres localidades, aunque con distinta magnitud, ya que Daule presento las mayores
fluctuaciones alcanzando un primer incremento importante en la semana 9, seguido de
una disminucion temporal y posteriormente un segundo pico poblacional mas pronunciado
en la semana 12.

Por su parte, Santa Lucia mostré un incremento abrupto y concentrado
principalmente en la semana 9, donde se registro el mayor promedio de capturas para
esta localidad, seguido de una reduccion rapida en las semanas posteriores. En Salitre,
las capturas aumentaron de manera mas gradual, alcanzando su maxima abundancia
alrededor de la semana 10 y manteniéndose posteriormente en niveles moderados hasta
el final de las evaluaciones.

En términos comparativos, los mayores picos poblacionales fueron registrados
en Daule, con promedios semanales cercanos a 30 chinches capturados, mientras

que en Salitre y Santa Lucia los maximos promedios registrados fueron de 12 chinches
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por semana en ambas localidades. Estos resultados evidencian diferencias espaciales
marcadas en la dinamica poblacional del insecto entre localidades, siendo Daule el sitio

con mayor abundancia y persistencia poblacional durante el ciclo del cultivo.

Figura 2. Fluctuacién poblacional de Oebalus sp. en las localidades evaluadas.

Localitions
-® Daule
- Salitre
& Stalucia

Weekly fluctuation of catches

Evaluations

4. DISCUSION

La dinamica poblacional de los insectos fitdfagos se encuentra fuertemente
condicionada por factores climaticos, particularmente la temperatura y humedad relativa,
variables que regulan procesos fisioldgicos esenciales como el desarrollo, supervivencia,
dispersion y reproduccion. Sin embargo, la magnitud de esta relacion puede variar
entre sistemas de produccion, debido a que factores asociados al manejo agronémico,
especialmente la aplicaciéon de insecticidas y su eficacia temporal, pueden modificar
la intensidad de infestacion y atenuar la sefial ecoldgica generada por las condiciones
climaticas (Cuzco et al.,, 2026).

En el presente estudio evidencié una marcada influencia de las condiciones
climaticas sobre la abundancia del insecto. Los resultados mostraron que Daule presentd
consistentemente las mayores abundancias poblacionales, coincidiendo con condiciones
climaticas caracterizadas por una temperatura media de 271 °C, temperatura maxima
de 31.7 °C y humedad relativa de 81.5%. En contraste, Santa Lucia registro las menores
abundancias, pese a presentar una humedad relativa similar (81.6%), aunque con una
temperatura media considerablemente menor (25.4 °C). Estos resultados sugieren que
pequenas variaciones térmicas pueden influir significativamente sobre la actividad,

desarrollo y establecimiento poblacional de Oebalus en arroz.
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La mayor abundancia registrada en Daule bajo condiciones de temperatura
media coincide con estudios previos que sefalan que especies del género Oebalus
presentan mayor desarrollo, supervivencia y actividad alimenticia bajo temperaturas
calidas. Se ha documentado que los chinches del arroz sobreviven mejor y se desarrollan
mas rapido en temperaturas calidas que en temperaturas frias (Rashid et al., 2005);
ademas los periodos de alimentacion aumentan con temperaturas de 25 °C (Bhavanam
et al.,, 2021). En este estudio, la abundancia de Oebalus en Daule fue aproximadamente
16.9 veces mayor que en Santa Lucia bajo temperatura media, evidenciando que
temperaturas promedio cercanas a 27 °C favorecieron considerablemente la presencia
del insecto. Asimismo, Salitre presentd abundancias similares a Daule bajo esta variable,
con una temperatura media de 27.8 °C, reforzando la importancia de la temperatura
promedio como factor determinante en la dinamica poblacional de la plaga. Este patrén
coincide con literatura previa de instituciones fitosanitarias que indican que las mayores
poblaciones de la plaga se presentan cuando las temperaturas promedio oscilan entre
26y 28 °C (Direccion General de Sanidad Vegetal, 2026). Otros estudios documentaron
que en especies como Oebalus pugnax este se desarrolla bien temperaturas entre 24
°C y aumenta a los 30 °C (Naresh & Smith, 1983).

Salitre presentd la mayor temperatura méaxima registrada (359 °C) y la
abundancia observada fueron inferiores a las registradas en Daule. Este comportamiento
podria indicar que temperaturas excesivamente elevadas generan condiciones
menos favorables para la actividad del insecto durante ciertos periodos del dia.
Estudios realizados en pentatomidos fitofagos indican que temperaturas extremas
pueden disminuir la movilidad, actividad alimenticia y permanencia sobre el cultivo,
especialmente durante horas de mayor radiacion solar. De manera similar, Rashid et
al. (2006) sefalaron que las mayores capturas mediante pases de red se registran
durante periodos mas frescos del dia, mientras que las temperaturas elevadas reducen
la actividad superficial del insecto. Esto podria explicar por qué Daule, pese a presentar
una temperatura maxima inferior (31.7 °C), mantuvo poblaciones mas altas y constantes
durante el ciclo del cultivo. Bernhardt (2009) manifestd que la edad cronologica de
los huevos no esta correlacionada con la edad fisiologica del cultivo y estimé que
temperaturas constantes cercanas a 37.8 °C representan limites térmicos letales para
huevos, dado que la temperatura afecta la velocidad del desarrollo embrionario. Y los
periodos de alimentacion disminuyen a los 30 °C y 32 °C (Bowling, 1979). Estos limites
de temperatura explicarian la disminucion del nimero de ninfas/adultos capturados en

el periodo de investigacién evaluado.
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La humedad relativa también mostr6é influencia sobre las abundancias
poblacionales. Daule registré abundancias aproximadamente 3.9 veces mayores que
Salitre y 2.6 veces mayores que Santa Lucia bajo condiciones promedio de humedad
relativa. Aunque las diferencias de humedad entre localidades fueron relativamente
pequenas (81.5-84.0%), los resultados sugieren que la interaccion entre humedad y
temperatura probablemente favorecié condiciones microclimaticas mas estables en
Daule. Rashid et al. (2005) sefalaron que los primeros estadios ninfales de chinches
del arroz, tienden a agregarse en sitios altamente himedos, aunque, no precisaron los
porcentajes de humedad. Por otra parte, otros estudios en pentatdémidos demostraron
que la baja humedad entre 17 % a 56% disminuyen la supervivencia de las ninfas de primer
estadio, pero no la de las ninfas de tercer a cuarto estadio, sin embargo, la alta humedad
(79%) aumenta la supervivencia de las ninfas de primer estadio, pero disminuye la de las
ninfas de tercer a cuarto estadio y esta no influye en la supervivencia de los adultos ni de
los huevos (Fisher et al., 2021) .

En concordancia con estos antecedentes, las condiciones registradas en Daule
probablemente proporcionaron un microambiente mas favorable para la alimentacion,
movilidad y permanencia de Oebalus spp. sobre el cultivo. No obstante, debido a la
reducida variacion observada en la humedad relativa entre localidades, es probable que
esta variable haya actuado de manera complementaria junto con la temperatura, mas que
como un factor independiente en la regulacion poblacional del insecto.

La fluctuacion semanal observada mostré ademas un patrén tipico de
colonizacion progresiva asociado al estado fenologico del arroz. Las poblaciones
permanecieron bajas durante las primeras semanas y aumentaron significativamente a
partir de la semana 7, alcanzando maximos poblacionales entre las semanas 9 y 12. Este
comportamiento coincide con reportes previos que indican que Oebalus incrementa su
presencia durante las etapas reproductivas y llenado de grano, debido a la disponibilidad
de alimento y mayor susceptibilidad del cultivo (Tindall et al., 2005; Awuni et al., 2024).
En Daule se registraron los mayores picos poblacionales, cercanos a 30 chinches por
semana, mientras que Salitre y Santa Lucia alcanzaron aproximadamente 12 chinches
semanales. Estas diferencias espaciales sugieren que las condiciones ambientales de
Daule favorecieron una mayor persistencia y estabilidad poblacional de la plaga durante
el ciclo fenolégico del cultivo.

Adicionalmente, la literatura recomienda umbrales de tratamiento de 3 a 5
insectos por cada 10 barridos durante las primeras dos semanas de espigado y

aproximadamente 10 insectos por cada 10 barridos después de este periodo critico
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(Linn et al., 2026; Mississippi State University, 2026). En este contexto, los resultados
obtenidos en la presente investigacion poseen importantes implicaciones para el manejo
integrado de Oebalus spp. en Ecuador, debido a que en las tres localidades evaluadas se
registraron abundancias superiores a los umbrales comunmente recomendados, siendo
Daule donde se registraron los mayores niveles poblacionales con promedios semanales
cercanos a 30 insectos, mientras que en Salitre y Santa Lucia se alcanzaron promedios
aproximados de 12 insectos por semana.

Los niveles poblacionales registrados en Daule, particularmente los picos
observados entre las semanas 9 y 12, sugieren que las poblaciones de Oebalus spp.
pudieron superar los umbrales de tratamiento, aun bajo aplicaciones de insecticidas,
incrementando el riesgo de pérdidas durante las etapas de floracion y llenado de grano.

Esta situacion es relevante debido a que el dafio de Oebalus spp. compromete tanto
el llenado y peso del grano como su calidad industrial, favoreciendo la presencia de granos

vanos, manchados y quebrados y, consecuentemente, reduciendo su valor comercial.

5. CONCLUSIONES

La temperatura media fue la variable climatica con mayor influencia sobre la
abundancia de Oebalus sp., registrandose las mayores capturas en Daule (271 °C) y Salitre
(27.8 °C), mientras que Santa Lucia (25.4 °C) presentd abundancias significativamente
menores, evidenciando que temperaturas medias cercanas a 27 °C favorecen el desarrollo
poblacional del insecto.

La temperatura maxima entre 31.7 °C - 35.9 °C mostrd un efecto limitante sobre
las poblaciones de Oebalus sp., en Salitre y Daule. Mientras que, la humedad relativa
contribuyd al establecimiento poblacional de Oebalus sp. observandose mayores
abundancias en Daule bajo condiciones de 81.5% de humedad relativa, mientras que
variaciones ligeramente superiores de humedad en Salitre (84.0%) no incrementaron las
poblaciones, indicando que la humedad actua en interacciéon con la temperatura y no
como factor aislado.

La fluctuacion poblacional de Oebalus sp. presentd un incremento progresivo a
partir de la semana 7 del cultivo, alcanzando los mayores picos entre las semanas 9 y
12, coincidiendo con las etapas de floracion y llenado de grano del arroz, consideradas
fenoldégicamente mas susceptibles al ataque de la plaga. Ademas, las poblaciones superaron
los umbrales de tratamiento reportados para Oebalus sp., especialmente en Daule, donde
se registraron promedios cercanos a 30 insectos por semana, evidenciando un alto riesgo

potencial de dafio econémico sobre el rendimiento y calidad industrial del arroz.
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RESUMEN: Se evaluaron los efectos
de la suplementacion con fosforo (P) y
colecalciferol (CC) sobre la absorcion y la
retencién de P en corderos. Se asignaron
cuarenta y dos corderos aleatoriamente a
seis tratamientos, consistentes en una dieta
base suplementada con Py CC: 0 gP y CC
(Base), 0 g P + CC (Base+),1g Py sin CC (P1),
1gP+CC (P1+),2gPysinCC (P2)y2gP +
CC (P2+). Se colectaron heces y orina durante

" Corresponding author.
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10 dias al final del periodo experimental, y
se obtuvo el suero sanguineo. Se extrajeron
costillas tras el sacrificio de los corderos en
los tratamientos Base+ y P2+. Las muestras
se procesaron para la determinacion de P,
Cay Mg. Se calcul6 la retencion corporal de
fosforo y de calcio. La retencion de fésforo
en el organismo fue mayor (p = 0.01) en los
corderos suplementados con P y en los del
grupo Base+ que en los del grupo Base. No
se encontraron diferencias (p > 0.05) en las
concentraciones de P,Ca o Mgen el hueso. La
suplementacion con 10 2 g de P/dia aumenta
la absorcion y la retencidon de P, mientras que
la suplementacion con CC solo aumenta la
absorcion y la retencion de P en los corderos
no suplementados con P.

PALABRAS CLAVE: absorcidon; minerales;
vitamina D.

PHOSPHORUS ABSORPTION AND
RETENTION IN LAMBS SUPPLEMENTED
WITH PHOSPHORUS AND

CHOLECALCIFEROL

ABSTRACT: The effects of phosphorus (P)
and cholecalciferol (CC) supplementation
on P absorption and retention in lambs were
evaluated. Forty-two lambs were randomly
assigned to six treatments, consisting of a
basal diet supplemented with P and CC: O g
P and CC (Base), 0 g P + CC (Base+),1g P
and no CC (P1), 1g P + CC (P1+), 2 g P and
no CC (P2), and 2 g P + CC (P2+). Feces
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and urine were collected for 10 days at the end of the experimental period, and blood
serum was obtained. Ribs were extracted after slaughter of lambs in the Base+ and
P2+ treatments. The samples were processed for P, Ca, and Mg determination. Body
retention of phosphorus and calcium was calculated. Phosphorus retention in the body
was higher (p = 0.01) in lambs supplemented with P and in the Base+ group than in the
Base group. No differences (p > 0.05) were found in bone concentrations of P, Ca, or Mg.
Supplementation with 1 or 2 g of P/day increases P absorption and retention, while CC
supplementation only increases P absorption and retention in lambs not supplemented
with P.

KEYWORDS: absorption; minerals; vitamin D.

1. INTRODUCCION

Se ha informado de deficiencia de fosforo en rumiantes en todo el mundo (Mejia
et al., 1999; Future Beef, 2019), principalmente en rumiantes que pastan en praderas de
baja calidad. La absorcion y retencion de P y Ca aumentan con la suplementacion de P
(Abramowicz, 2026; Diaz et al., 2013; Ternouth y Coates, 1997) y vitamina D (Zhou et al.
2024; Montgomery et al., 2004). Sin embargo, la mayoria de los estudios se realizaron
en periodos cortos y con vacas y ovejas periparturientas. Ademas, la evaluacion de
la retencion de Ca, en lugar de la de P, fue el objetivo principal de esos estudios. Es
necesario realizar estudios de suplementacion con Py colecalciferol (CC) en animales en
mantenimiento o en produccion, que pastoreen o se alimenten de pastos de baja calidad,
y observar los efectos sobre la absorcion y retencion de P. Durante varias décadas, el
analisis de P en sangre fue el método mas comun para predecir el estado de P en los
animales. Sin embargo, en algunos casos, la falta de correlacion entre el contenido de P
en sangre y la ingesta de P ha disminuido la confiabilidad del contenido de P en sangre
como indicador de laingesta de P (Erickson et al., 2002). Partiendo de la hipdtesis de que
la suplementacion con fosforo, en lugar de colecalciferol, produce una mayor absorcion
y retencion de fosforo en el organismo de los corderos, el objetivo de este estudio
fue evaluar los efectos de la suplementacion con colecalciferol y con fosforo sobre la

absorcion y retencion de este elemento en el organismo.

2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizo en la Universidad de Nebraska-Lincoln. Un grupo de 42
corderos castrados de 8 meses de edad (X = 41 kg) de raza hibrida (Suffolk, Dorset y
Polipay) recibio una dieta restringida en fésforo (0.11 % P; 0.34 % Ca; 9.7 % PC) durante 48
dias. Tras este periodo de restriccion, los animales se alojaron en corraletas individuales

durante 16 dias para su adaptacion a las instalaciones y se les administrd una dieta
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base (Cuadro 1). Posteriormente, se colocaron en jaulas metabdlicas individuales y se
les proporciond la misma dieta y la misma cantidad de alimento durante 15 dias a fin de
estandarizar el consumo diario de alimento y la produccién de heces.

Cuadrol. Dieta diaria ofrecida durante el periodo experimental (Dieta Base) y composicion quimica de los
ingredientes’2.

Ingrediente Cantidad PC3 P Ca

g/d % % %
Paja de trigo* 984 6.56 0.21 0.41
Maiz molido 89 1 0.33 0.03
Harina de sangre 24 90 0.04 0.03
Harina de soya 16 487 0.70 0.29
Minerales traza
Premix® 0.2 - - -
Urea 5 281 - -

" De andlisis de laboratorio realizados en el Departamento de Ciencia Animal de la UNL.
2Expresado en base seca.

3Porcentaje de N x 6.25.

4Melaza fue incluida en 13% de MS.

5Contenia 10% Mg, 6% Zn, 2% Mn, 4% Fe, 0.5% Cu, 0.3% |, y 0.05% Co.

En el periodo preexperimental, los corderos se asignaron mediante un disefio
completamente aleatorio, a una de seis dietas-tratamiento: Base (dieta base), Base+
(Base suplementada con 2500 Ul de CC/dia), P1 (Base suplementada con 1 g de P en
forma de fosfato monosaédico), P1+ (P1 suplementada con CC), P2 (Base suplementada
con 2 g de P) y P2+ (P2 suplementada con CC). Cada cordero se considerd una unidad
experimental y cada tratamiento incluyo siete corderos.

A los corderos se les colocaron bolsas colectoras de heces, y se realizd una
coleccion diaria total de heces y orina durante 10 dias después de alimentar alos corderos
con las dietas-tratamiento durante un periodo de 56 dias. Se colectaron muestras de
alimento 2 dias antes y durante la coleccion de heces. Las muestras de alimento y heces
se secaron en un horno de aire forzado a 60 °C durante 3 a 4 dias y se molieron (tamiz de
1 mm) con un molino Wiley. Aproximadamente 1 g de muestra se utilizd para determinar
el contenido total de MS (100 °C, durante la noche), cenizas (550 °C, 8 h), Ca, P y Mg. Se
colectaron muestras de sangre al inicio y al final del periodo experimental. Se extrajeron
aproximadamente 15 ml de sangre de la vena yugular izquierda en tubos de vacio para
la recoleccion de suero. Las muestras se tomaron 3 h después de la alimentacion en
todos los momentos para evitar variaciones en el tiempo. En el laboratorio, las muestras

de sangre se centrifugaron a 3700 x g durante 10 min y se obtuvo el suero. Se tomaron
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muestras de hueso de los corderos de los tratamientos Base+ y P2+ tras el sacrificio
al final del experimento. Se extrajo la duodécima costilla izquierda de cada cordero y
se retird el periostio 6seo. Posteriormente, las muestras de hueso se pesaron en base
fresca y se determind su densidad. La materia seca se determin6 a 100 °C durante 48 h
y las cenizas a 500 °C durante 8 h.

El contenido de fésforo se determind en soluciones de cenizas de alimento,
heces y hueso, asi como en muestras de orina y de suero sanguineo desproteinizado
con una solucién de acido tricloroacético al 5 % (AOAC, 2012).

El contenido de calcio y magnesio se determind mediante espectrofotometria
de absorcién atomica en alimento, heces, orina, suero sanguineo y hueso (AOAC,
2012). La fosfatasa alcalina sérica y la creatinina urinaria se determinaron mediante un
espectrofotometro Beckman DV-650, siguiendo las instrucciones de SIGMA Diagnostics.
Se calcularon la digestibilidad in vivo de la materia seca, la absorcion aparente y la
retencion real de P, Ca y Mg.

El analisis estadistico se realizd mediante un analisis de varianza con el
procedimiento del Modelo Lineal General de SAS (2013). Se compararon las medias

mediante la prueba de Tukey y se realizaron analisis de correlacion entre las variables.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de P excretada en las heces fue mayor (p < 0.05) en los grupos
P2+ y P2, en los que los corderos recibieron un suplemento de 2 g de P/dia, con y sin
suplementacion de CC (Cuadro 2) que en los grupos P1+, P1, Base+ y Base, en los que
no se observaron diferencias. La absorcion aparente de P fue mayor (p = 0.001) en los
corderos de los tratamientos P1, P1+, P2 y P2+ que en los del grupo Base (Cuadro 2).
Esto concuerda con los hallazgos de Ternouth y Coates (1997), quienes observaron
que la cantidad de P absorbida aumentaba en proporcion directa a la ingesta de P. Sin
embargo, en nuestro estudio, no se encontraron diferencias (p>0.05) en la cantidad de P
aparentemente absorbida por los corderos en Base+, P1, P1+ y P2 cuando se expresoé en
mg.d'.kg™ PV. Pero, expresada como porcentaje de la ingesta de P, la absorcion aparente
de P en los corderos de Base fue menor (p<0.05) que en el resto de los tratamientos. La
suplementacion con CC no tuvo efectos sobre la absorcion aparente de P en los corderos
suplementados con P, pero aumento la absorcidon aparente de P en los corderos no
suplementados (Base+). La cantidad reducida de P aparente absorbida en Base se debiod,
en parte, a la menor ingesta de P y a la menor disponibilidad de fuentes de P organicas

que de inorganicas, especialmente en pajas de cereales (Challa y Braithwaite, 1988a).
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Posiblemente, los corderos no suplementados con P respondieron a la suplementacion
con CC, lo que mejoro la absorcién de P ya que su capacidad intestinal para absorberlo
no estaba saturada (Braithwaite, 1979). No se encontraron diferencias (p > 0.05) en la
digestibilidad in vivo de la materia seca entre los tratamientos (Cuadro 2). Estos hallazgos
concuerdan con los de Milton y Ternouth (1985), quienes afirmaron que la digestibilidad
de la materia seca de la dieta se mantuvo sin cambios cuando los animales recibieron
diferentes cantidades de fosforo (P).

La cantidad de P excretada en la orina fue mayor (p = 0,01) en los corderos de
los tratamientos suplementados con 1y 2 g de P (P1, P1+, P2 y P2+), independientemente
de la suplementacién con CC, que en los corderos no suplementados con P (Base y
Base+). Los corderos no suplementados con P excretaron cantidades insignificantes
de P (Cuadro 2). La cantidad de P excretada en la orina fue insignificante en rumiantes
alimentados con dietas tipicas (Lovendhal y Sehested, 2016; Ternouth et al., 1996; Vitti et
al., 2000; Rodehutscord et al., 2000). La cantidad diaria de fosforo urinario no es un buen
indicador de la ingesta de fosforo cuando los animales consumen cantidades excesivas
(Lovendhal y Sehested, 2016). La prediccion de la produccion diaria de orina y la cantidad
de fosforo excretado en la orina mediante andlisis de creatinina urinaria y la relacion

creatinina:fésforo presentaron una gran variabilidad (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores medios para las variables del metabolismo del fosforo en corderos'.

Variable Base Base P1 P1* P2 P2+ EE
P consumido, g/d 212 2.22 31b 3.2° 43¢ 43¢ 01
P fecal, mg.d". kg PV 61° 49° 58P 61° 822 842 5
Absorcion de P2, mg-d™". kg ' PV -0.6° 130 25 28 27 312
Absorcion de P? % -071®  207* 2952 3142 2522 2692 52
P Urinario, mg. d". kg™. PV 0.8° 15°b 992 992 1292 1022 2.6
TPE, mg.d™. kg'PV 61°%c 51¢ 68° 72b 95 992 4
P retenido, mg. d*. kg'PV -1.3° 1162 18.72 17.82 14.42 2052 3.9
P retenido, % -2° 182 212 202 132 182
P en suero sanguineo, mg/L 78 78 95 89 101 82
Fosfatasa alcalina en suero, U/L 267 254 212 254 200 202 24
DMS In vivo, % 57 59 60 57 57 60 15
Proporcién de P urinario® 1.05 0.81 1.02 0.84 1.29 0.68

abe diferentes literales entre hileras muestran diferencias significativas (p < 0.05)

"Los valores son medias de siete corderos por tratamiento

2 Absorcion aparente

3Predecidos/valores reales (usando creatinina en orina:proporcion de P)

* Tratamientos: Base* (Dieta control mas suplementacion de Colecalciferol {CC} equivalente a 2500 Ul de Vitamina
D); P2* (Dieta control mas 2 g P/d méas CC)

TPE = Total de P excretado.
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Los corderos del grupo Base presentaron un balance negativo y la retencion de
fosforo fue menor (p < 0.05) que la de los corderos que recibieron los demas tratamientos
(Cuadro 2). La suplementacion con CC no tuvo efecto sobre la retencion de fosforo en los
corderos suplementados con fosforo, pero aumento la cantidad de fosforo retenido en los
corderos del grupo Base+ en comparacion con los corderos alimentados Unicamente con
la dieta base (Base). El aumento de la retencion de P en corderos de Base+ podria deberse
a la estimulacion de la enzima renal 1a-hidroxilasa producida por la baja absorcion de P en
el intestino (Horst, 1986). La falta de respuesta a CC para la retencion de P en corderos
suplementados con P podria deberse a que los efectos de la suplementacion de Py CC
no fueron aditivos (Braithwaite, 1980). Las cantidades de P retenidas no fueron diferentes
(p > 0.05) entre corderos suplementados con 10 2 g de P/d, y los corderos suplementados
solo con CC pudieron almacenar cantidades similares de P alas retenidas por los corderos
suplementados con 2 g de P/d. Challa y Braithwaite (1988b) encontraron un limite en la
cantidad de P retenida cuando la concentracion de P en sangre aumenta a cierto nivel (>
50 mg/L) ya que se supera el umbral renal para P y la excrecion de P en la orina aumenta
sustancialmente (Lovendahl y Sehested, 2016). Sin embargo, se observaron grandes
diferencias entre los corderos individuales en la forma en que distribuyen las cantidades
de P eliminadas a través de la orina y la saliva, especialmente cuando las concentraciones
de P en las dietas difieren (Lovendhal y Sehested, 2016; Grace, 1981).

La retencion de calcio fue negativa en todos los tratamientos. No obstante, la
cantidad de Ca retenida fue menor (P = 0.009) en los corderos del tratamiento base que
en los del resto de los tratamientos (Cuadro 3). La retencion negativa de Ca se redujo
sustancialmente en los corderos de los tratamientos suplementados con 1y 2 g de P/
dia y en el tratamiento no suplementado con P pero suplementado con CC (Base+). La
ingesta promedio de Ca fue de 93 mg-d kg™ de peso corporal, inferior a la sugerida
(250 mg-d kg™ de peso corporal) por Hodge (1973) como adecuada para corderos
jovenes, y a los requerimientos considerados por el NRC (1985, 2007) de 165 y 125
mg-d—kg~! de peso corporal, respectivamente, para corderos de 40 kg. Los resultados
del presente estudio concuerdan con los de Challa y Braithwaite (1988a), quienes
reportaron que la retencion de Ca en terneros aumenté con dietas altas en P, incluso
cuando la ingesta de Ca era adecuada. La retencion de Mg en corderos del grupo base
presento un balance negativo menor (p > 0.05) que en los corderos de los tratamientos
suplementados con P. El suplemento de P redujo el balance negativo de Ca y también
aumento la retencion corporal de Mg (Cuadro 3). No se encontraron diferencias (p >

0.05) en la concentracion de P en suero sanguineo entre los tratamientos, a pesar de
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las diferencias en la ingesta de P (Cuadro 2), las muestras estuvieron por encima de 45
mg/L, que es una concentracion considerada normal (McDowell, 1997). La concentracion
de P en sangre se mantuvo mediante la alimentacion o la resorcion 6sea. McMeniman
y Little (1974) también reportaron que no hubo diferencias en las concentraciones de P
en sangre entre corderos suplementados con P, con P + melaza o no suplementados.
Sin embargo, el grado de mineralizacion 6sea fue mayor en los grupos suplementados
que en el grupo control. Erickson et al. (2002) reportaron que los datos de P plasmatico
fueron bastante variables en respuesta a los tratamientos dietéticos de P en terneros
de engorde alimentados con dietas que contenian 0,16, 0,22, 0,28, 0,34 y 0,40% de
P. Por el contrario, Challa et al. (1989) reportaron una alta correlacion positiva entre la
concentracion de P sérico y la cantidad de P absorbido en terneros jovenes. En este
ultimo estudio, un factor importante a considerar es la edad de los animales, ya que
los rumiantes muy joévenes pueden depender mas del fosforo (P) contenido en la dieta,
que, de sus reservas corporales, en comparacion con los rumiantes adultos (Wilkens y
Muscher-Banse, 2020; Braithwaite, 1980). El contenido de P en sangre se ve afectado
por diversos factores, y las tres principales hormonas que regulan el metabolismo del
calcio (hormona paratiroidea, 1,25(0OH), vitamina D3 y calcitonina) desempefan un papel
importante y complejo en la regulacion de la concentracion de calcio y fosforo en sangre
(Veira-Neto et al.,2024; Lobaugh, 1995; Goltzman, 2005).

Si bien se observo una tendencia a la reduccion de la concentracion de
fosfatasa alcalina sérica en corderos de los grupos P2 y P2+, los valores no fueron
significativamente diferentes (p > 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 2). Cole (1992)
tampoco encontré diferencias en la fosfatasa alcalina sérica ni en el fésforo y el magnesio
inorganicos al utilizar dietas bajas y altas en fésforo en corderos con baja concentracion
proteica en la dieta. La concentracion de Cay Mg en sangre (Cuadro 3) no fue diferente
(p > 0.05) entre los tratamientos; se observd que el nivel de Ca en sangre se mantiene

por la accion de las hormonas reguladoras, la alimentacion y la resorcion dsea.

Cuadro 3. Valores medios para las variables del metabolismo de calcio y magnesio en corderos*

Variable Base Base* P1 P1* P2 P2+ EE
Ca consumido, mg. d'. kg'PV 93 98 92 96 86 93 4
Ca urinario, mg/d 1420 9P 8° 10° 9P 172 2
Ca retenido, mg. d*. kg'PV -39° -82 -82 122 162 -82 5
Ca retenido, % -42° 72 -9s 122 -202 -9a 55
Caensueros., mg/ L 104 104 98 99 91 104

Mg en orina, mg. d'.kg'PV 3.82 432 0.9° 1.7° 1.7° 0.9°
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Variable Base Base* P1 P1* P2 p2+ EE
Mg retenido, % -15¢ -4 be 212 112 -0.5%® 12 -
Mg en suero s., ppm 22 22 21 22 21 23 0.8

abe diferentes literales entre hileras muestran diferencias significativas (p < 0.05)

"Los valores son medias de siete corderos por tratamiento.

*Tratamientos: Base* (Dieta testigo mas suplementacion de Colecalciferol {CC} equivalente a 2500 Ul de Vitamina
D); P2* (Dieta testigo mas 2 g P/d mas CC).

No se observaron diferencias (p > 0.05) en el contenido de P, Ca y Mg en el
contenido 6seo entre los tratamientos Base+ y P2+ cuando los resultados se expresaron
en base a la materia fresca y seca o en mg/mL (Cuadro 4). Aparte de la falta de
diferencias entre tratamientos, el nivel de mineralizacion 6sea de los corderos en este
estudio no parecié adecuado ya que se encontraron valores de 127 y 121 mg de P/mL
de hueso fresco en los corderos de los tratamientos Base+ y P2+, respectivamente.
Estas cantidades estan por debajo de 140 mg/mL, que fue sugerido como indicio de
mineralizacion dsea satisfactoria en corderos por McMeniman vy Little (1974). Es posible
que se haya producido una mineralizacion 0sea deficiente en los corderos de todos los
tratamientos, ya que los valores medios del balance de Ca fueron negativos en todos ellos
(Cuadro 3), al igual que el del P en los corderos con la dieta base. El balance negativo
de Ca podria deberse, en parte, a una ingesta de Ca inferior a los requerimientos tanto
en el periodo preexperimental como en el experimental, y a una posible deficiencia en la
ingesta de proteina, lo que podria haber restringido el suministro de proteinas necesarias
para la matriz 6sea y la sintesis de colageno requerida en el proceso de mineralizacion
oOsea (Garner et al., 1996; Orwoll et al., 1992).

Los resultados de este estudio indican que los cambios en la ingesta de P en
periodos cortos (menos de 3 meses) pueden no reflejarse en cambios significativos en
las concentraciones de P, Cay Mg en las muestras 6seas. Este hallazgo concuerda con
Genuth (1993), quien afirmo que, en el proceso de remodelacion 6sea, la fase de formacion
dura aproximadamente 3 meses. Erickson et al. (1999) tampoco encontraron diferencias
en el contenido de ceniza 6sea de novillos alimentados con dietas con concentraciones
de P de 014 a 0.34% durante un periodo de 105 dias.

Cuadro 4. Contenido mineral y gravedad especifica de muestras de hueso de costilla de corderos después del

sacrificio.
Variable' *Base* P2+ EE
Contenido de cenizas en hueso, % 46.7 46.6 12
Gravedad especifica 1.309 1.259 0.022
P en hueso, %, FB? 97 9.6 04
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Variable' *Base* p2+ EE

P en hueso, %, DM?® 13.6 13.2 0.7
P en cenizas de hueso, % 29.0 284 1.2
P en hueso, mg/cc 127 121 6
Ca en hueso, %, FB 1.2 1.5 0.3
Ca en hueso, %, DM 15.6 15.9 0.5
Ca en cenizas de hueso, % 334 341 0.5
Ca en hueso, mg/cc 146 145 5
Proporcién Ca:P 116 1.21 0.04
Mg en hueso, %, FB 0.339 0.342 0.01
Mg en hueso, mg/cc 444 4.32 016

' Sin diferencias significativas entre tratamientos (p >0.05)

" Los valores son medias de siete corderos por tratamiento

2Base Humeda

3 Base Seca

*Tratamientos: Base* (Dieta control mas suplementacion de Colecalciferol {CC} equivalente a 2500 Ul de Vitamina
D); P2* (Dieta control mas 2 g P/d méas CC).

La cantidad de P fecal se correlacioné de manera alta (R = 0.70, P = 0.001) con la
ingesta de P (Cuadro 5) y no se observaron correlaciones entre la creatinina urinaria y el
P urinario. La falta de correlacion, en parte, se debid a la gran variabilidad del P urinario
entre los animales, especialmente en los suplementados con P. Esta técnica podria ser
util en animales alimentados con dietas bajas en P, ya que la excrecion de P es menor
y el coeficiente de variacion es mas bajo. En nuestro estudio, la retencion de fosforo
se correlaciond positivamente (Cuadro 5) con la ingesta de P, pero no con el contenido
de P en el suero sanguineo (p > 0.05). Challa et al. (1989) encontraron una correlacion
positiva entre la cantidad de P almacenado, el P sanguineo y la ingesta de P en terneros

en crecimiento alimentados con dietas que suministraban entre 10 y 100 mg.d'.kg™ PV.

Cuadro 5. Correlacion del fésforo en las diferentes variables.

F P U Pe F P Cd B Pe TPEf AP A PR"
P 0.70 ** 0.46 ** 0.69 ** 0.29Ns 0.87 ** 0.59 ** 0.44 **
consumido?
P fecal -07 NS 0.77 ** 0.26Ns 0.87 ** 0.06 s -0.14Ns
P urinario 014 Ns 0.26Ns 0.87 ** 0.68 ** 0.36 *
FPC 014N 0.82** 0.03Ns -0.08 N8
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F P upe FPCo B P TPE AP As PR®

BP 032" 011N 0.08 Ns

TPE 0.21N 0.03"s

APA 0.84**
amg.d'kg’ PV

°P Fecal, mg.d'.kg' PV

¢ P Urinario, mg.d'kg™' PV

d Concentracion de P fecal, %

¢P en suero sanguineo

fTPE = Total de P excretado

mg.d'kg® PV

9 Absorcion Aparente de P, mg.d'kg' PV
" Retencion de P, mg.d'kg”' PV

4. CONCLUSIONES

La suplementacion de fosforo incrementa la absorcion y retencion de este
elemento en corderos en mantenimiento alimentados con dietas bajas en fésforo, y la
cantidad de este mineral suplementado debe limitarse a las necesidades del animal. La
suplementacion con colecalciferol en corderos no suplementados con fésforo incrementa
la absorcion y retencion de este elemento, pero no tiene ningun efecto adicional en

corderos suplementados con fésforo.
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RESUMEN: E| estrés por calor (EC) induce
alteraciones metabolicas en los ovinos de
pelo, incrementando la demanda de glucosa y
forzando la movilizacion de reservas proteicas.
Esta revision analiza el uso de propilenglicol
(PPG) y propionato como estrategia para
mitigar el balance energético negativo. El PPG
actua como un precursor gluconeogénico de
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rapida absorcion ruminal e intestinal, que estimula la liberacion de insulina y reduce la
lipdlisis, mientras que el propionato, mediante su conversion en succinil-CoA, optimiza la
gluconeogénesis hepatica. La evidencia analizada indica que dosis de 1.5 a 3 mL de PPG/
kg de peso corporal o niveles de 10 a 30 g de propionatos/kg MS de la dieta, permiten
mantener la homeostasis glucogénica. Estos precursores gluconeogénicos pueden
utilizarse como una estrategia nutricional para prevenir el catabolismo proteico y mejorar
el rendimiento de ovino de pelo, criados en ambiente con alta carga caldrica.
PALABRAS CLAVE: propilenglicol; propionato; estrés por calor; rumiantes.

GLUCONEOGENIC SOURCES TO COUNTERACT THE EFFECTS OF HEAT STRESS
ON NEGATIVE ENERGY BALANCE IN HAIR SHEEP

ABSTRACT: Heat stress (HS) induces metabolic alterations in hair sheep, increasing
glucose demand and forcing the mobilization of protein reserves. This review analyzes the
use of propylene glycol (PPG) and propionate as a strategy to mitigate negative energy
balance. PPG acts as a gluconeogenic precursor that is rapidly absorbed in the rumen
and intestine, stimulating insulin release, and reducing lipolysis; meanwhile, propionate
optimizes hepatic gluconeogenesis through its conversion into succinyl-CoA. The
evidence indicates that dosages of 1.5 to 3 mL of PPG/kg of body weight, or levels of 10
to 30 g of propionates/kg of dietary dry matter (DM), help maintain glucose homeostasis.
These gluconeogenic precursors can serve as a nutritional strategy to prevent protein
catabolism and improve the performance of hair sheep raised in environments with high
heat loads.

KEYWORDS: propylene glycol; propionates; heat stress; ruminants.

1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el estrés por calor (EC) ha emergido como un factor
critico que limita la productividad ganadera. Este, es comun en las regiones tropicales y
subtropicales; sin embargo, el cambio climatico puede aumentar la frecuencia de las olas
de calor y extender las condiciones del EC en regiones geograficas donde solo ocurre
en ciertas épocas del afio, como en el caso de las regiones templadas (Johnson, 2018).
Se ha observado, que la temperatura ambiental elevada, combinada con alta humedad
relativa, comprometen la capacidad de los rumiantes para disipar el calor corporal,
alterando el metabolismo energético (Espinosa-Cervantes y Cordova-lzquierdo, 2022).
Como consecuencia de estas alteraciones metabodlicas, los animales sometidos a EC
incrementan su dependencia de la glucosa, la cual es parcialmente cubierta mediante la
conversion de aminoacidos glucogénicos en el higado (Hamzaoui et al., 2020). En este
contexto, se han empleado estrategias nutricionales destinadas a mejorar la oferta de
glucosa, destacando el uso de precursores gluconeogénicos como el propilenglicol (PPG)

y propionatos (Carrillo-Herrera et al., 2015; Hamzaoui et al., 2020). En el caso particular
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de los rumiantes, los precursores glucogénicos influyen en la dinamica de fermentacion
debido a los cambios en los metabolitos intermediarios requeridos en el metabolismo
oxidativo, los cuales afectan positivamente el empleo de la energia (Murillo-Ortiz et al.,
2018). El PPG ha sido utilizado durante mucho tiempo como una fuente glucogénica en
animales de produccion, especialmente en enfermedades metabdlicas como la cetosis
(Kalyesubula et al., 2019). Ademas, varios estudios en vacas lecheras han demostrado que
la administracion oral de PPG es eficaz para aumentar la glucosa en sangre y disminuir los
acidos grasos no esterificados (AGNE) y el B-hidroxibutirato (ABHB) sanguineo (Nielsen 'y
Ingvartsen, 2004; Osman et al., 2008). Asimismo, el propionato aporta entre el 60 y 74%
del carbono utilizado en la glucogénesis en vacas lecheras (Zhang et al., 2015b). Dado el
papel central de ambos compuestos en el metabolismo energético, la presente revision
tiene como objetivo documentar como la adicion de propilenglicol y propionatos influye en

el rendimiento de ovinos de pelo criados en ambientes con alta carga caldrica.

2. ESTRES POR CALOR EN RUMIANTES Y ALTERACIONES FISIOLOGICAS

El estrés es un estado de amenaza a la homeostasis, real o percibida, que puede
desafiar el bienestar de un organismo (Joseph y Whirledge, 2017), se presenta cuando
el animal sale de su zona de confort debido a cambios constantes en el ambiente, el
manejo o la alimentacion, lo que obliga a procesos de adaptacion que requieren energia
(que normalmente se destinaria a la produccion), donde el ganado debe realizar ajustes
fisiologicos adicionales para mantener el equilibrio interno (Herrera-Costabel, 2019).

La zona termoneutral para la mayoria de las razas ovinas se encuentra entre los 5
y 25°C; sin embargo, hay razas adaptadas que comienzan a experimentar EC por encima
de los 30°C (Macias-Cruz et al., 2016a). En México, existen tanto razas ovinas de lana
como de pelo; no obstante, las razas de pelo presentan mayor tolerancia al EC debido
a su origen en regiones de clima calido, mientras que las razas de lana provienen de
ambientes frios o templados lo que las hace menos tolerantes a condiciones ambientales
con altas temperaturas (Vicente et al, 2020). La notable resistencia de los ovinos de
pelo ante el EC se debe a un conjunto de adaptaciones genéticas y rasgos fisicos que, al
interactuar con respuestas fisioldgicas, endocrinas y metabolicas, optimizan la regulacion
hidrica lo que permite que el animal conserve la normo termia (entre 38.3 y 39.9 °C) con
una alta eficiencia energética (Macias-Cruz et al., 2016b).

Segun Marai et al. (2017), diversos factores meteorologicos como la radiacion
solar, la velocidad del viento y las precipitaciones influyen en el ambiente térmico; sin

embargo, la temperatura ambiental y la humedad relativa son los determinantes criticos
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del EC; por lo que, a partir de estas dos variables se calcula el indice de Temperatura-
Humedad , mediante la ecuacion: . Este indice fue desarrollado originalmente para otras
especies, pero se ha adoptado ampliamente en la ovino cultura debido a la carencia de
un indicador especifico para estos rumiantes; con la aplicaciéon de esta formula, el confort
térmico se ve comprometido a partir de las 22.2 unidades, categorizandose el estrés
como moderado (22.2 a <23.3), severo (223.3 a <25.6) o extremo (225.6).

Como respuesta inmediata al incremento de los valores del ITH, los ovinos activan
mecanismos de disipacion de calor, siendo el incremento en la frecuencia respiratoria
(jadeo) el primer signo visible del EC, el cual se complementa con un incremento en la
frecuencia cardiaca para movilizar calor hacia la periferia corporal; asi como, un mayor
consumo de agua (Vicente et al, 2020). Cuando la capacidad de disipacion mediante
el jadeo es superada por la carga térmica ambiental, se observa un aumento en la
temperatura rectal, lo cual indica que el animal ha perdido su capacidad para mantener
la normo termia (Bernabucci et al., 2010). Otro efecto del EC es la reduccioén voluntaria
de la ingesta de materia seca (MS), la cual ocurre como una estrategia adaptativa para
disminuir el incremento de calor metabolico derivado de la fermentacion ruminal y los
procesos digestivos; esta hipofagia fisiologica, sumada al gasto energético extra requerido
para activar los mecanismos de enfriamiento, provoca que el animal entre en un balance
energético negativo, movilizando reservas de grasa para cubrir sus necesidades vitales
(Espinosa-Cervantes y Cordova-lzquierdo, 2022). Este déficit de energia es el punto de
partida para una serie de ajustes internos complejos, en donde el estrés agudo provoca
la liberacion de cortisol para elevar los niveles de glucosa circulante mientras que el
cronico reduce la actividad tiroidea e incrementa la insulina y la produccién de proteinas
de choque térmico, proceso que finalmente desencadena estrés oxidativo por el exceso
de radicales libres que afectan 6rganos como el higado y comprometen rendimiento del

ovino (Nicolas-Lopez et al,, 2021).

3. USO DE PRECURSORES GLUCONEOGENICOS EN RUMIANTES CON BALANCE
ENERGETICO NEGATIVO

Debido a que el EC induce un balance energético negativo y la movilizacion de
reservas grasas puede saturar la funcion hepatica, se vuelve indispensable el uso de
estrategias nutricionales que aporten energia sin incrementar el calor metabdlico. Se
ha informado, que la administracion oral de precursores gluconeogénicos permite
compensar el déficit energético, asegurando que el animal cuente con los recursos

metabolicos necesarios para sostener tanto la termorregulacion como la productividad
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(Aguilar-Gonzélez et al., 2016). Los precursores de la glucosa, como el propilenglicol y
el propionato de calcio, se han utilizado en el ganado lechero para corregir problemas
metabdlicos (Mendoza-Martinez et al., 2016). Se ha observado, en hepatocitos bovinos
aislados, que el propionato puede regular directamente su propio metabolismo mediante
la sobre expresion del ARNm de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinasa citosélica
(PCK1), fosfoenolpiruvato carboxiquinasa mitocondrial (PCK2) y piruvato carboxilasa
(PC), enzimas clave para la estimulacion de la gluconeogénesis a partir de propionato
en rumiantes (Zhang et al., 2016). El propionato es el principal precursor de la glucosa
en rumiantes, promoviendo un balance energético positivo y efectos anticetogénicos
(Drackley, 1999). Se utiliza como fuente de energia facilmente disponible para corregir
problemas metabdlicos en el ganado lechero (Liu et al., 2010). Ademas, el propionato,
cuya captacion hepatica es preferencial y altamente eficiente, puede inhibir la oxidacion
lipidica hepatica y la produccion de cetonas (Patton et al., 2004).

También, desde 1950, el PPG se ha utilizado para tratar la cetosis debido a
sus propiedades gluconeogénicas (Nielsen y Ingvartsen, 2004; Lomander et al., 2012).
Se ha informado, que el PPG actua proporcionando una fuente alternativa de glucosa
mediante la gluconeogénesis, reduciendo asi la dependencia de la movilizacion de lipidos
y previniendo la acumulacion excesiva de cuerpos ceténicos (Zhou et al., 2023). Ademas,
se ha sugerido que el PPG mejora la sensibilidad a la insulina y reduce la gluconeogénesis
hepatica a partir de aminoacidos, reservandolos para la sintesis de proteinas y otras

funciones metabdlicas (Zhao et al., 2024).

4. PROPILENGLICOL (PPG)

El propilenglicol (PPG), también conocido como 1,2-propanodiol o
monopropilenglicol, es un precursor glucogénico que favorece la produccion del
propionato ruminal y que se absorbe con rapidez para participar en la gluconeogénesis
hepatica (Ferraro et al., 2009; Molina-Coto et al., 2018; Zhang et al., 2020). Una vez en
el organismo del rumiante, este compuesto se transforma parcialmente en propionato a
nivel ruminal mediante la fermentacion microbiana, para posteriormente ser metabolizado
en el higado como piruvato y glucosa (Molina-Coto et al., 2018). Especificamente, el
PPG influye sobre el estado glucogénico a través de dos vias principales; en la primera,
se fermenta en el rumen a acido propionico, el cual se convierte en las mitocondrias
hepaticas en succinil-CoA para integrarse al ciclo de Krebs (Nielsen y Ingvartsen, 2004).
En la segunda via, el PPG se absorbe intacto y se metaboliza en el higado a lactato

mediante la accion de las enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa
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(Emery et al., 1967; Kristensen y Raun, 2007), para luego convertirse en piruvato por la
via lactato deshidrogenasa (LDH) y finalmente en oxalacetato (Emery et al., 1967; Nielsen
y Ingvartsen, 2004; Kristensen y Raun, 2007). El principal efecto de la PPG es aumentar
el estado glucogénico y bajar la concentracion plasmatica de ABHB (Bjerre-Harpgth et
al., 2015). El incremento de glucosa plasmatica, tras la administracion de PPG, estimula la
secrecion de insulina lo que actia como una sefal metabdlica para reducir la movilizaciéon
de acidos grasos desde el tejido adiposo hacia el higado (Nielsen y Ingvartsen, 2004).
Alon et al. (2020), informaron que el PPG también puede reducir la concentracion de
acidos grasos no esterificados (AGNE) sin necesidad de aumentar la insulina, al inducir el
ciclo de Krebs y acelerar la oxidacion de acetil-CoA, facilitando la eliminacion de AGNE
del torrente sanguineo y su alejamiento de la ruta cetogénica (Nielsen y Ingvartsen, 2004;
Piantoni y Allen, 2015). Cuando el oxalacetato es insuficiente para que la enzima citrato
sintasa se combine con el acetil-CoA, el exceso de acetil-CoA se destina a la sintesis de
cetonas (Abuajamieh et al., 2016). Por lo tanto, las propiedades anticetogénicas del PPG
se deben en parte al aumento de la oxidacion del acetil-CoA en el ciclo de Krebs y al
suministro de glucosa gluconeogénica (Nielsen y Ingvartsen, 2004).

Se ha observado, que la infusidon de PPG en el rumen aumenta la concentracion
de glucosa en sangre entre los 30 y 90 minutos posteriores al tratamiento (Piantoni y
Allen, 2015). Ademas, la administracion de PPG eleva drasticamente la concentracion
plasmatica de lactato, manteniéndose alto desde 1hasta 12 h después de la administracion
(Alon et al., 2020).

Se ha observado también, que la suplementacion con PPG ejerce una regulacion
significativa sobre el metabolismo del tejido adiposo mediante la modulacion de genes
lipogénicos clave, con efectos dependientes tanto de la dosis como del periodo de
exposicion (Yakan et al., 2025). Estos mismos autores indicaron, que dosis de 1.5y 3
mL de PPG por kg de peso vivo contribuyen a optimizar la particion energética, reducir
desequilibrios metabdlicos y promover la homeostasis celular, ademas de inducir
modificaciones en el perfil de acidos grasos en corderos. Se ha informado también, que la
administracion oral de este compuesto no provoca efectos adversos sobre la integridad
funcional del higado ni de los rifilones, manteniendo los parametros bioquimicos dentro
de los rangos fisioldgicos de referencia (Sahan y Hanedan, 2024). En ovinos, el uso de
PPG constituye una alternativa eficaz para sustituir parcialmente fuentes energéticas
convencionales como el maiz, particularmente durante fases criticas de adaptacion. Su
inclusion contribuye a cubrir las demandas energéticas, preservar los indices productivos
y favorecer el equilibrio metabdlico de los animales frente a condiciones de estrés
(Rodriguez-Valverde et al., 2023).
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5. PROPIONATO

El propionato es considerado el principal sustrato de la gluconeogénesis en
rumiantes, proceso clave para la formacion de glucosa, la cual es requerida como fuente
de energia en la sintesis de proteina (Arce-Recinos et al., 2021). El acido propiénico
actua como precursor primario en la sintesis hepatica de glucosa y tiene la capacidad de
suministrar hasta el 95% de este azucar, el cual proporciona cerca del 80% de la energia
metabolizable consumida por el animal (Flores-Santiago et al., 2022). A diferencia de
otros acidos grasos volatiles, como el acetato o el butirato, el propionato es el Unico capaz
de generar una sintesis neta de glucosa debido a que su estructura de tres carbonos le
permite transformarse directamente en oxalacetato (Verma et al., 2024). Especificamente,
el propionato absorbido a través del epitelio ruminal es metabolizado en las mitocondrias
hepaticas hasta convertirse en succinil-CoA, integrandose asi al ciclo de Krebs para
proseguir como sustrato para la via gluconeogénica (Huertas-Molina et al., 2020).

Respecto a los efectos sobre el desempefo productivo, estudios recientes
indican que la suplementacion con propionatos en la dieta de corderos mejora la
ganancia diaria de peso (GDP) entre el 13.8 y 17.2% (Flores-Santiago et al,, 2022). Esta
mejora en la GDP se acompana de una optimizacion en la eficiencia alimenticia, lo que
reduce los requerimientos de alimento para formar un kilogramo de peso vivo en un
rango del 11.9 al 14.6% (Martinez-Aispuro et al., 2018). Ademas, la administracion de
propionatos favorece el desarrollo de los 6rganos internos y del tracto gastrointestinal,
lo que mejora la digestibilidad de la materia seca y de las fracciones fibrosas (FDN y
FDA) (Zhang et al., 2017).

Se ha propuesto que el uso de propionatos constituye una alternativa eficaz para
optimizar la particion energética y preservar los indices productivos bajo condiciones
de produccion intensiva, particularmente en condiciones donde el estrés por calor
puede comprometer el metabolismo energético (Mendoza-Martinez et al, 2016). Su
inclusion estratégica contribuye a cubrir las altas demandas de glucosa, promoviendo la
homeostasis celular y favoreciendo el rendimiento de la canal, consolidandose como un

mediador metabodlico fundamental frente a desafios nutricionales (Maldini et al., 2019).

5.1. PROPIEDADES NUTRITIVAS DEL PROPIONATO DE CALCIO

El propionato de calcio (CH,CH,CO0)2Ca) es una sal organica formada por la
reaccion entre hidroxido de calcio y acido propidnico (Pongsavee, 2019). El compuesto
existe en forma cristalina o en polvo; es soluble en agua y puede hidrolizarse en Ca,+ y

acido propionico. La solucion es alcalina, pero ejerce efectos bacteriostaticos en medios
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acidos. Se sintetiza principalmente mediante la reaccion entre una fuente de calcio
(CaCO,, Cal, Ca (OH),, huevo o concha de ostra) y acido propiénico. Mediante esta
reaccion, el propionato de calcio (PrCa) generado se concentra, seca y deshidrata para
obtener productos de calidad.

El propionato que se produce por la fermentacion ruminal del almidén y otra materia
organica es el principal precursor de la glucosa en rumiantes (Lemosquet et al., 2009;
Duplessis et al., 2017) y su eliminacién hepatica contribuye hasta en un 60% a la liberacion
hepatica de glucosa (Duplessis et al., 2017). El acido propiodnico, que se hidroliza a partir
del propionato de calcio y se forma en condiciones acidas en el rumen, es absorbido por
el epitelio ruminal, pasa al higado a través de la vena porta y, a partir de este, se sintetiza
glucosa. El propionato es un metabolito anaplerético obligatorio para el ciclo de Krebs
(Maldini et al.,, 2019). Ingresa al ciclo de Krebs a través del succinato, proporcionando
asi carbonos que pueden permanecer en el ciclo o extraerse para la gluconeogénesis
(White, 2015). Por lo tanto, el propionato de calcio puede utilizarse como un buen aditivo
en rumiantes para la gluconeogénesis. Se ha demostrado que esta propiedad mejora el
rendimiento de los corderos (Martinez-Aispuro et al., 2018), ya que actia como fuente de
energia para los corderos de engorde (Lee-Rangel et al., 2012) y mejora la calidad de la
carne (Zhang et al., 2015a); en vacas lecheras se puede utilizar como agente antimicrobiano,
precursor de glucosa y fuente de calcio (Saftner et al., 2003).

El acido propionico puede estimular la oxidacién de acetil-CoA en el higado
(Maldini et al., 2019). La oxidacion de fuentes de energia en el higado puede estimular
la saciedad mediante la transmision de sefales a través de las aferencias vagales
hepaticas a los centros de alimentacion del cerebro (Kennedy y Allen, 2019). Oba y Allen
(2003a), observaron que una infusion ruminal de propionato, a altas dosis, disminuy6
linealmente el consumo de MS de vacas lecheras. Dosis altas de propionato aumenta
los intermediarios del ciclo de Krebs, lo que estimula la oxidacion de acetil-CoA y
probablemente afecta el comportamiento alimentario y la satisfaccion. Sin embargo,
el propionato tuvo un efecto hipofagico menor cuando la concentracion plasmatica de
glucosa estaba baja y un efecto hipofagico mayor cuando la concentracion plasmatica
de glucosa estaba elevada (Obay Allen, 2003b). Aunque aproximadamente el 85% del
propionato se utiliza para la produccion de glucosa en vacas lactantes, la oxidacion
del propionato también puede desempenfar un papel importante en la regulacion del
consumo de MS (Steinhour y Bauman, 1986).

Hormonas como la leptina, la grelina y la insulina pueden interactuar con los
centros neuroendocrinos o reguladores del apetito. Estas hormonas han demostrado

su influencia en diversos neuropéptidos hipotalamicos en diferentes modelos animales,
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incluyendo ovejas (Henry, 2003; Relling et al, 2010). Entre los neuropéptidos que
aumentan el apetito se encuentran el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con
agouti (AgRP), mientras que los péptidos derivados del gen de la proopiomelanocortina
(POMC) lo disminuyen (Valassi et al., 2008). Se ha observado que la expresion de ARNm
hipotalamico para NPY y AgRP es mayor en ovejas en ayunas en comparacion con las
alimentadas ad libitum (Adam et al., 2002). Relling et al. (2010), sugirieron que la insulina
podria controlar el consumo de MS regulando la expresion génica hipotalamica de NPY,
AgRP y POMC en corderos; sin embargo, no se han observado efectos directos del
propionato en la expresion de ARNm hipotalamico para los neuropéptidos NPY, AgRP y
POMC (Relling et al., 2012).

En cuanto a su aplicacion practica y dosificacion, se ha sugerido la inclusion de 10
a 30 g de propionato por kg MS en ovinos en crecimiento (Flores-Santiago et al., 2022).
Asimismo, se ha reportado que la adicién de este precursor en niveles de 1 a 2% de
la racidon permite la sustitucion de hasta un 15% del grano en la dieta, manteniendo el
comportamiento productivo y reduciendo la acumulacion de acidos organicos en el rumen
(Mendoza-Martinez et al., 2016). En otros rumiantes, como terneros, el suministro de 0.43
mol/dia de este compuesto ha demostrado ser efectivo para promover el crecimiento
(Zhang et al., 2017).

5.2. USO DE PROPIONATO DE CALCIO EN BORREGOS

El propionato de calcio (PrCa) se ha utilizado en dietas para rumiantes como
sustituto de los granos o como suplemento energético (Lee-Rangel et al., 2012); se ha
sugerido que puede ser anadido como aditivo en dietas para ovejas (Lee-Rangel et al.,
2012; Mendoza-Martinez et al., 2016).

El propionato es el precursor gluconeogénico mas importante para los rumiantes
y puede mejorar el flujo de glucosa en los corderos (Van Houtert et al, 1993); su
suplementacion mejora la accion de la insulina sobre el metabolismo de la glucosa (Sano 'y
Fujita, 2006); ademas, esté involucrado en la deposicion de grasa (Berthelot et al., 2001) y
el crecimiento muscular (Lee-Rangel et al., 2012). Sin embargo, existe un limite fisioldgico
para la conversion del PrCa en glucosa (Steel y Leng, 1973), y debe anadirse a las dietas
de rumiantes en dosis bajas debido a su efecto hipofagico (Oba y Allen, 2003b).

El PrCa se ha utilizado como sustrato energético en dietas para corderos en una
dosis de hasta 20 g/kg de MS sin efectos adversos sobre las variables productivas ni la
fermentacion ruminal (Lee-Rangel et al., 2012; Mendoza-Martinez et al., 2016). Martinez-

Aispuro et al. (2018), recomendaron anadir niveles de 13.77 g/kg de MS en la dieta de
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corderos en engorde, con base en la mejora de las variables de rendimiento observadas.
Esta dosis también incrementd las concentraciones de propionato ruminal y glucosa
sérica. Cifuentes-Lopez et al. (2018), observaron que la adicién de PrCa en dietas con
base en alfalfa no afecta el consumo de alimento y el peso vivo de los corderos, pero
mejora el rendimiento y los atributos deseables en la canal de corderos en finalizacion.
Sin embargo, otros autores han indicado que la absorcion excesiva de propionato podria
disminuir la ingesta de MS (Allen et al., 2005). También, su adicion en dietas para novillos
mejoro la fermentacion ruminal y la digestibilidad del alimento (Liu et al., 2009), lo que

podria ser un beneficio adicional de su uso como nutriente para el crecimiento animal.

6. CONCLUSIONES

La suplementacion dietética con propilenglicol y propionato, puede ser una
herramienta eficaz para contrarrestar las alteraciones metabdlicas inducidas por el
estrés calodrico. Estos compuestos no solo actian como fuentes de energia de alta
disponibilidad, sino que intervienen directamente en la regulacion del metabolismo lipidico
y la homeostasis de la glucosa, factores que se ven severamente comprometidos durante
la hipofagia fisioldgica provocada por las altas temperaturas. No obstante, a pesar de
los beneficios documentados en el desempeno productivo y la eficiencia alimenticia, se
identifica unalaguna de conocimiento respecto alainteraccion especifica de estos aditivos
con razas de pelo bajo esquemas de estrés caldrico extremo y prolongado, asi como su
impacto a largo plazo. El uso combinado de propilenglicol y propionato representa una
estrategia prometedora para mejorar el rendimiento de ovinos de pelo en zonas calidas,
evitando que el animal sacrifique proteina para obtener energia. Se sugiere que las
futuras lineas de investigacion se centren en establecer protocolos de suplementacion
energética que mantengan un balance metabolico positivo bajo condiciones de estrés
por calor, con el fin de asegurar la sostenibilidad econdmica y bienestar animal frente a

los desafios climaticos globales.
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CUYES (Cavia porcellus)

RESUMEN: La presente investigacion se
llevd a cabo en el Cantén San Miguel de la
Provincia de Bolivar y tuvo como objetivo
evaluar el efecto del uso de diferentes niveles
de curcuma (Curcuma longa) como promotor
natural de crecimiento en la alimentacion
de cuyes (Cavia porcellus) sobre los indices
productivos. Se utilizaron 45 cuyes mejorados
machos de 4 semanas de edad, los cuales se
avaluaron durante 10 semanas, bajo un sistema
de alimentacién mixta (Forraje + Concentrado
+ Agua). Se aplico tres tratamientos con tres
repeticiones y 5 unidades experimentales por
tratamiento dando un total de 45 animales,
distribuidos bajo un Disefio Completamente
al Azar (DCA) los resultados experimentales
obtenidos fueron sometidos a un Analisis de
Varianza para las diferencias (ANDEVA), y la
comparacion de Medidas segun Tukey a los
niveles de significancia de (P < 0.05 y P< 0.01).
Se evalud los parametros productivos (Peso
Inicial, Peso Final, Ganancia de peso Vivo,
Rendimiento a la Canal) y se realizé el analisis
Beneficio Costo. Los resultados indican que
la investigacion arranco con Pesos Iniciales
homogéneos cuyo peso promedio fue de 450
gramos lo que permitié que la investigacion
se desarrollara sin variabilidad, en cuanto a la
variable Peso Inicial, Ganancia de peso Vivo,
Rendimiento a la Canal los mejores resultados
se establecieron en el tratamiento (Animales
alimentados con una adicion de curcuma
al 1%) T2, con un peso final de 108740
gramos, ganancia de peso de 723,07 gramos,
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rendimiento a la canal con 65,49 % y un beneficio/ costo de 1,97 $; razones suficientes
para la utilizacion de curcuma como promotor de crecimiento en la alimentacion de cuyes,
recomendando a la vez realizar nuevas investigaciones con el empleo de Curcuma en
diferentes niveles a los ya utilizados donde se realice pruebas de caracter organolépticas
de la carne de los cobayos, a fin de determinar si existe diferencias con relacion a la
alimentacion tradicional.

PALABRAS CLAVE: cuyes; Curcuma; alimentacion; parametros productivos; alfalfa.

EFFECT OF DIFFERENT LEVELS OF TURMERIC (Curcuma longa) ON THE
PRODUCTIVE PERFORMANCE OF GUINEA PIGS (Cavia porcellus)

ABSTRACT: The present investigation was carried out in the San Miguel Canton of
the Bolivar Province and had as objective to evaluate the effect of the use of different
levels of turmeric (Curcuma longa) as a natural growth promoter in the diet of guinea
pigs (Cavia porcellus) on the productive indices. 45 improved male guinea pigs of 4
weeks of age were used, which were evaluated for 10 weeks, under a mixed feeding
system (Forage + Concentrate + Water). Three treatments with three repetitions and 5
experimental units per treatment were applied, giving a total of 45 animals, distributed
under a Completely Random Design (DCA). The experimental results obtained were
submitted to an Analysis of Variance for the differences (ANDEVA), and the comparison
of Measurements according to Tukey at the significance levels of (P < 0.05 and P < 0.01).
The productive parameters (Initial Weight, Final Weight, Live Weight Gain, Carcass Yield)
were evaluated and the Cost Benefit analysis was carried out. The results indicate that
the research started with homogeneous Initial Weights whose average weight was 450
grams, which allowed the research to be carried out without variability, in terms of the
Initial Weight variable, Live Weight Gain, Carcass Yield, the best results were established
in the treatment (Animals fed with an addition of turmeric at 1%) T2, with a final weight
of 1087.40 grams, weight gain of 723.07 grams, yield to the carcass with 65.49% and a
benefit / cost $1.97; sufficient reasons for the use of turmeric as a growth promoter in the
diet of guinea pigs, recommending at the same time to carry out new investigations with
the use of turmeric at different levels to those already used where organoleptic tests of
guinea pig meat are carried out, in order to determine if there are differences in relation
to traditional food.

KEYWORDS: guinea pigs; turmeric; feeding; productive parameters; alfalfa.

1. INTRODUCCION

El cuy o cobayo (Cavia Porcellus) es un mamifero herbivoro originario de los andes
sudamericanos, de la zona de Peru, Ecuador, Bolivia y Colombia, representa una crianza
fundamentada en la produccion de carne debido a su alto nivel proteico y nutricional
contribuyendo a la mejora de la dieta familiar (Francia, 2018).

El cobayo posee facilidad de adaptacion a diferentes ecosistemas y sistemas de
manejo, durante ultimos afnos esta produccién ha ido creciendo paulatinamente debido

a su ciclo reproductivo a corto plazo, siendo asi lo que hace llamativo a la formacion
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de microempresas familiares y brindando asi seguridad econdmica y alimenticia a las
comunidades rurales. Existen un promedio aproximado de 21 millones de cobayos, con
una produccion de 14’300 toneladas de carne de cuy al afo, los que han sido suficientes
para abastecer al mercado local (Francia, 2018).

En una produccidn de cuyes se llevan a cabo varias etapas entre las cuales estan;
seleccion de reproductores, empadre, gestacion, parto, lactancia, destete, crianza y
engorde. las etapas de crianza y engorde involucradas en este trabajo experimental se
describen a continuacion (Estrella, 2020).

Las instalaciones que se vayan a emplear deben satisfacer las necesidades de
vida y produccion de la especie, por lo que es fundamental disefarlas de tal forma que
permita controlar la temperatura, humedad, iluminacion y circulacion del viento. Para que
la produccion de cuyes sea rentable y sostenible, se debe planificar con anticipacion, y
antes de iniciar la crianza de cuyes, es necesario entender qué, como, donde y qué se
debe dedicar a este tipo de producciéon (Cando, 2021).

Para lograr que dichos cobayos obtengan buena produccién y de la misma
manera crezca rapidamente, los sistemas de alimentacion y nutricion deberan cubrir los
requerimientos en cada una de sus etapas tomando en cuenta que los nutrientes son
sustancias que se encuentran en los alimentos y que el animal utiliza para mantenerse,
crecer y reproducirse, los mismos que deberan ser suministrados en diferentes
proporciones (Cordova, 2022).

En cualquier explotacion pecuaria, la alimentacion es fundamental porque un
adecuado aporte de nutrientes favorece una buena produccion. Como especie herbivora
monogastrica, los cobayos tienen dos tipos diferentes de digestion: la digestion enzimatica,
que tiene lugar a nivel del estdbmago y el intestino delgado, y la digestion microbiana, que
tiene lugar a nivel del ciego (Calapaqui & Mora, 2020).

Un nivel adecuado de compuestos como proteinas y carbohidratos ayuda al
desarrollo productivo y reproductivo debido a que las proteinas son compuestos complejos
que en el proceso digestivo se encarga de degradarlas para asi generar aminoacidos los
cuales son absorbidos y estos mismos se ensamblan para construirlas en proteinas en
proteinas, que seran utilizadas en la construccion de tejidos como musculos, nervios y la
piel. Los niveles de proteina bruta de dicha dieta no indican la calidad de las proteinas de
los ingredientes, esto depende del nivel, equilibrio y la digestibilidad de los aminoacidos
(Arias & Avilés, 2022).

El empleo de promotores de crecimiento afecta principalmente al status

nutricional y fisiolégico de los animales, buscando asi mejorar su desempefo productivo,
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logrando un desarrollo y crecimiento eficiente traducido a rentabilidad econdmica, los
promotores de crecimiento en produccion animal resulta importante porque constituye
una herramienta eficaz para producir alimentos de forma mas eficiente; ademas, de
que mejoran los procesos metabdlicos, modifican la fermentacion ruminal, reducen la
incidencia de problemas metabolicos y reducen la acumulacion de grasa (Reinoso, 2016).

Los promotores de crecimiento se definen como compuestos organicos
sintéticos, quimicos o elementos inorganicos que pueden ser utilizados como fuente
de alimento o que a su vez ayudan a los animales a desarrollarse productivamente
(Murioz, 2021).

En la actualidad la utilizacion de promotores del crecimiento cabe mencionar
que es un factor positivo para asi mejorar el comportamiento los parametros
productivos y alcanzando buenos pesos finales. La curcuma es un alimento que hoy
en la actualidad es utilizada como un promotor de crecimiento animal, permitiendo asi
de esta manera tener una relacion entre los distintos componentes de la planta ya
mencionada (Andrade, et al, 2022).

La curcuma es un alimento que se utiliza para promover naturalmente el
crecimiento animal. Ayuda al mecanismo de accion al generar resistencia en los animales,
lo que permite a los investigadores vincular los ingredientes activos de la planta con la
accion y funcion del organismo animal. Se ha demostrado que el crecimiento y la salud de
los conejillos de indias se benefician de fitobidticos como la curcuma (Rios y Cuvi, 2020).

La curcuma es el extracto crudo y la curcumina es la sustancia purificada, ambos
derivados de las raices y tallos de la planta. La curcumina es un tinte amarillo oscuro
(Muinoz 2021).

Los componentes principales de la curcuma es la curcumina (acido turmérico)
esta como se menciond anteriormente es de color amarillo, insoluble en el agua, soluble
en alcohol y éter; aceite esencial, almidon (entre un 30 y 40 %), resina, goma, aceite
graso, oxalato de calcio (Saiz, 2014).

La curcuma se puede utilizar para tratar trastornos digestivos. Porque facilita y
estimula la digestion adecuada de los alimentos, tiene propiedades antibacterianas, apoya
la flora intestinal, también es un tonico digestivo clasico, estimulando la digestion, mientras
apoya la coordinacion muscular y apoya el intestino. trabajo intestinal coordinacion
muscular, esta accion facilita el transporte de sustancias a través del tracto digestivo y
reduce la irritacion de la pared intestinal (Carro & Ranilla, 2002).

La actividad proteolitica del rizoma de la curcuma se atribuye a la presencia de

los péptidos sintéticos N-Cbz-lle-Pro y N-Cbz-Phe-Leu asi como de proteasas con alto
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contenido en alamina y glutamato. Esta proteasa, que es del tipo cisteina, exhibio actividad
antifungica in vitro contra los hongos patégenos Pythium aphanidermatum, Trichoderma
viride y Fusarium sp., lo que indica una posible nueva opcion de tratamiento para combatir
infecciones relacionadas con dichos hongos (Laffita & Castillo, 2012).

Andrade et al. (2022) en su estudio sobre alimentacion de cuyes con clurcuma,
evaluaron O, 3y 6 % de harina de curcuma, donde el 3 % presentdé los mejores resultados:
999,3 g de peso final, 620,9 g de ganancia de peso, conversion alimenticia de 7,22, peso
de canal de 710 g y rendimiento de 71,01 %. Ademas, se demostro que la inclusion de 3 %
de harina de curcuma favorecio el comportamiento productivo y el rendimiento de canal
de cuyes en engorde.

Guaman et al. (2023) trabajaron con 120 cuyes y 0; 0,6; 1,3 y 2,3 % de curcuma.
El 1,3 % registré mayor peso final (p<0,001) y tendencia a mayor rendimiento de canal
(77 % frente a 73 % en control y T1); el 2.3 % logré el mejor indice de conversion,
aproximadamente 2,4 frente a 3,6 del control. Se encontrd una respuesta dependiente
del nivel de inclusion, con ventajas productivas entre 1,3 y 2,3 % de C. longa.

Murillo et al. (2024) utilizaron curcuma a 10 g/kg de alimento (1 %) para la
alimentacion de cuyes. Aunque la canela obtuvo mayor ganancia y mejor conversion, la
curcuma presento el mayor rendimiento numérico de canal (67,55 %) y la mayor relacion
beneficio/costo (2,06), frente a 1,60 del control. Se determind que la circuma puede ser
econdémicamente favorable como promotor fitogénico en cuyes.

Li et al (2023) evaluaron 50, 100 y 150 g/t de curcumina en conejos, donde la
suplementacion aumento significativamente la ganancia de peso, digestibilidad de
proteina, grasa y fibra, altura de vellosidades, actividades de amilasa/lipasa y porcentaje
de canal. Se evidencio que 100 g/t es la dosis apropiada.

La investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso de diferentes niveles
de curcuma (C. longa) como promotor natural de crecimiento en la alimentacion de cuyes

(C. porcellus) sobre los indices productivos.
2. METODOLOGIA

21. CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se desarrolld en Ecuador, Provincia de Bolivar, en el
Canton San Miguel, Sector ElI Chasqui, ubicado a 3 km de la via a Guaranda. La zona
presenta un clima frio, con temperatura media de 16.5 °C, precipitacion anual de 01 mm,
humedad relativa de 78%, latitud de -1.7 S, longitud 1° 42’ 0” Sur, 79° 1" 60” Oeste, altitud
2500 a 2600 m.s.n.m.
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2.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

Se utilizd 45 Cobayos machos mejorados de 21 dias de edad. Se empled 2
tratamientos con suplementacion a base de la Clircuma (C. longa) 0.5%/kg de alimento y
1%/kg de alimento como promotor natural de crecimiento incorporada a la dieta, frente a

un tratamiento testigo.

2.3. TIPO DE INVESTIGACION

El desarrollo de la investigacion fue de caracter Experimental, ya que nos permitié
la manipulacion consciente de las variables y observar el resultado o efecto de esta

manipulacion, frente a un tratamiento testigo y cuantificar la magnitud de respuesta.

2.4. TRATAMIENTOS

Tabla 1. Tratamientos aplicados en el experimento.

TRATAMIENTOS COMPOSICION DE LA DIETA

300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio

o por animal + Agua a voluntad

T 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio
por animal con el 0.5% de curcuma/ kg de concentrado + Agua a voluntad

To 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio

por animal con el 1% de curcuma / kg de concentrado+ Agua a voluntad

2.5. DISENO EXPERIMENTAL

Elefecto del uso de los diferentes niveles de circuma (C. longa) promotor natural de
crecimiento en la alimentacion de cuyes (C. porcellus) sobre los indices productivos, para
ser comparada con un tratamiento testigo, bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA).
Los resultados experimentales que se obtuvieron fueron sometidos a la Comparacion de

Medias segun Tukey a los niveles de significanciade P <=0.05 y P<=0.01.

2.6. MANEJO DEL EXPERIMENTO
2.6.1. Preparacion de las jaulas

Dos semanas antes de la llegada de los cobayos se realizd la limpieza y

desinfeccion de las jaulas utilizando Amonio cuaternario y Formaldehido en dosis de 5ml
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por cada litro de agua, con la ayuda de una bomba de mochila se fumigo cada jaula que
fueron destinadas para los cobayos. Tres dias antes de la llegada se realizo el flameado
de las jaulas para asi disminuir el riesgo de alguna enfermedad de los cobayos, y que se

encuentre en 6ptimas condiciones para su recepcion.

2.6.2. Compra de los cobayos

Luego de identificado el lugar apropiado para la adquisicion de los cobayos se
trasladd a Ambato a la Parroquia Constantino Fernandez a la propiedad del Sr. Marco
Arguello, quien se dedica a la comercializacion y explotacion de los cobayos, los cuales
fueron seleccionados para mi estudio, los cuales fueron entregados de 4 semanas de

edad destetados y desparasitados.

2.6.3. Distribucion de las unidades experimentales

Los animales dispuestos a la experimentacion fueron distribuidos de acuerdo con
el mapa de campo, con 45 animales distribuidos bajo un disefio completamente al azar en

tres tratamientos con tres repeticiones y 5 animales por unidad experimental.

2.6.4. Codificacion

Se procedid a etiquetar cada una de las jaulas con sus respectivos nimeros
de jaulas, tratamientos y repeticiones, utilizando hojas de papel plastificadas, con los
siguientes codigos de evaluacion: TOR1, TOR2, TOR3, T1R1, T1IR2, T2R3, T2R1, T2R2, T2R3.

2.6.5. Recepcion de los cobayos

En la fase de recepcion se procedio a la toma del peso inicial y se procedié con
la ubicacion de los animales en cada unidad experimental para cumplir con la fase de

cuarentena y seguir con la investigacion.

2.6.6. Suministro de forraje

El forraje fue suministrado a razén de 3 veces por dia (8 am, 1 pmy 6 pm) el cual

se coloco en cada una de las jaulas durante toda la fase investigativa.

2.6.7. Suministro de Balanceado y Cdrcuma en polvo

Todos los dias a las 8:00 am se les suministré Balanceado comercial “Avipaz”,
anadiendo el porcentaje de curcuma correspondiente a cada tratamiento, con un

promedio de 30 gramos de concentrado.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 11 m



2.6.8. Suministro de agua

El suministro de agua se incorporo de acuerdo a las necesidades de los animales.

2.6.9. Manejo Biosanitario

Se realizé un manejo de bioseguridad de las instalaciones de forma diaria, con la
limpieza y eliminacion de desechos producidos en el experimento tanto en pisos como
en las jaulas, seguido del proceso de desinfeccion de pisos con agua + cloro ( 10ml/20
litros de agua), para las desinfecciones mas profundas se utilizé FULLTREX (Cada 100
ml contiene: Formél 20,0. Amonio Cuaternario 5,20. Alcohol Isopropilico 19,6. Sulfato de
cobre 1g.), en disolucion de 5:10, las mismas que se realizaban cada 15 dias para asi evitar
problemas de acaros, piojos, pulgas, moscas, la disposicion de un pediluvio al ingreso de

las jaulas a fin de desinfectar el calzado.

2.6.10. Registros

Se llevaron registros semanales de los parametros evaluados en la investigacion.

3. RESULTADOS
3.1. GANANCIA DE PESO

Enlavariable ganancia de peso, segun el ANDEVA se observa que los tratamientos
fueron diferentes entre si (p<0,05). La media general fue 693,13 g y el coeficiente de

variacion 3,18 %.

Tabla 2. Analisis de varianza de la variable ganancia de peso.

FV GL SC CM F P-valor
Tratamiento 2 8182,160000 4091,080000 8,443 0,0180
Error 6 2907,200000 484,533333

Total, corregido 8 11089,360000

CV (%) = 318

Media general: 693,1333333 Numero de observaciones: 9

En la Tabla 3, segun la comparacion de media con la prueba de Tukey (0,05) se
observa que la mayor ganancia de peso fue reportada en el T 2 con 723,07 g, seguido por
T 1 con 704,47 g. Sin embargo, estos pesos no difieren entre si (p > 0,05).

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 11 m



Tabla 3. Ganancia de peso de los animales estudiados.

Ganancia de Tukey
Tratamientos peso (g)
(0,05) (0,01)
TO 651,87 b ns
T1 704,47 ab ns
T2 723,07 a ns

TO: 3009 FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal + Agua a voluntad T1: 300g
FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal con el 0.5% de curcuma/ kg de
concentrado + Agua a voluntad T2: 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por
animal con el 1% de curcuma / kg de concentrado+ Agua a voluntad Medias seguidas con una letra comun en la
columna no son significativamente diferentes. ns: No significativo.

Figura 1. Ganancia de peso.
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3.2. RENDIMIENTO A LA CANAL

Los valores registrados en esta variable no fueron diferentes entre tratamientos

(Tabla 4), la media reportada fue 65,23 %, y el coeficiente de variacion 2,22 %.

Tabla 4. Andlisis de varianza de la variable rendimiento a la canal.

FV GL SC CM F P-valor
Tratamiento 2 0,78 0,39 0,19 0,8346
Error 6 12,57 2,09

Total, corregido 8 13,35

CV (%) = 2,22

Media general: 65,23 Numero de observaciones: 9
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En la Tabla 5 se observa que los valores reportados en esta variable no fueron
diferentes entre si (p>0,05). Es decir, tanto el T O como el T 2 presentaron los mayores

valores T 0. Sin embargo, no presentaron diferencia significativa con el T 1.

Tabla 5. Rendimiento a la canal de los animales estudiados.

Tratamientos Rendimiento a la canal Tukey
(%) (0,05) (0,01
TO 64,82 ns ns
T1 65,39 ns ns
T2 65,49 ns ns

TO0: 3009 FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal + Agua a voluntad T1: 300g
FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal con el 0.5% de curcuma/ kg de
concentrado + Agua a voluntad T2: 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por
animal con el 1% de curcuma / kg de concentrado+ Agua a voluntad. Medias seguidas con una letra comun en la
columna no son significativamente diferentes. ns: No significativo.

Figura 2. Rendimiento a la canal.
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3.3. CONVERSION ALIMENTICIA

En la Tabla 6, el ANDEVA de la variable conversion alimenticia demuestra
diferencia significativa (p<0,05) entre tratamientos. La media general fue 3,4 y el
coeficiente de variacion 2,82 %.
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Tabla 6. Analisis de varianza de la conversion alimenticia.

FV GL SC CM F P-valor
Tratamiento 2 0,101400 0,050700 5,531 0,0435
Error 6 0,055000 0,009167
Total, corregido 8 0,156400
CV (%) 2,82
Media general 3,4000000 Numero de observaciones: 9

En la Tabla 7 se presentan las medias de los tratamientos estudiados. Segun
la comparacion de media con la prueba de Tukey, la mayor relacion entre consumo de
alimentos y unidad de ganancia de peso fue reportada en el T O con 3,53. Este valor fue
similar (p>0,05) a T 1(3,40) y diferente (p<0,05) de T 2 (3,27).

Tabla 7. Conversion alimenticia de los animales estudiados.

Tratamientos Conversion alimenticia Tukey
(%) (0,05) (0,01)
TO 3,53 a ns
T1 3,40 ab ns
T2 3,27 b ns

TO: 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal + Agua a voluntad T1: 300g
FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por animal con el 0.5% de curcuma/ kg de
concentrado + Agua a voluntad T2: 300g FV/dia/UA en promedio por animal + 30g Concentrado en promedio por
animal con el 1% de curcuma / kg de concentrado+ Agua a voluntad. Medias seguidas con una letra comun en la
columna no son significativamente diferentes. ns: No significativo.

Figura 3. Conversién alimenticia.
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3.4. RELACION BENEFICIO/COSTO

Tabla 8. Relacion Beneficio/Costo.

TRATAMIENTOS EGRESOS TOTALES INGRESOS TOTALES BENEFICIO/COSTO

TO 11,25 195 1,75
T1 113,25 210 1,85
T2 114,25 225 1,97

Segun el analisis de relacion Beneficio/Costo se pudo observar que el tratamiento
con el que se obtuvo mayor ganancia fue el T2 (Animales alimentados con adicion de
curcuma al 1%) con $1,97, seguido por el T1 (Animales alimentados con adicién de curcuma
al 0,5 %) con $1,85 y finalmente el que tuvo menos rentabilidad fue el TO (Tratamiento

testigo) con $1,75.

Figura 4. Relacién costo beneficio.
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4.DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten evidenciar que la incorporacion de curcuma
(C. longa) en la alimentacion de cuyes durante la etapa de crecimiento y engorde produjo
una respuesta favorable principalmente sobre la ganancia de peso, la conversion
alimenticia y la relacion beneficio/costo. En el experimento se emplearon niveles de 0,5
% y 1% de curcuma, ademas de un tratamiento testigo, bajo un Disefio Completamente
al Azar, lo cual permitio establecer el efecto de la suplementacién sobre los parametros
productivos evaluados. En conjunto, los hallazgos sugieren que el nivel de 1 % presento
el comportamiento productivo mas favorable, aunque no todas las variables mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 11 m



Respecto a la ganancia de peso, se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (p = 0,018), obteniéndose una media general de 693,13 g. El tratamiento
T2, correspondiente a la inclusion de 1 % de curcuma, alcanzé la mayor ganancia con
723,07 g, seguido del T1con 704,47 gy del tratamiento testigo con 651,87 g. La prueba de
Tukey mostro que T2 se ubico en el grupo de mayor respuesta, mientras que TO presento
el valor inferior y T1 mantuvo un comportamiento intermedio. Estos resultados indican que
la inclusiéon de curcuma hasta el nivel de 1 % puede favorecer el aprovechamiento de los
nutrientes y traducirse en una mayor deposicion de peso corporal.

Este comportamiento guarda concordancia con lo sefialado por Andrade et al.
(2022), quienes evaluaron niveles de O, 3y 6 % de harina de curcumay encontraron que el
3 % produjo los mejores resultados productivos, alcanzando 620,9 g de ganancia de peso
y 999,3 g de peso final. Los autores concluyeron que la inclusién de curcuma favorecio el
comportamiento productivo de los cuyes en engorde. Aungue el nivel de inclusion utilizado
por Andrade et al. (2022) fue superior al empleado en la presente investigacion, ambos
estudios coinciden en mostrar unarespuesta favorable de los animales suplementados con
curcuma. Esta diferencia en la dosis 6ptima puede estar relacionada con la composicion
de la dieta, el manejo, la edad de los animales y las condiciones particulares bajo las
cuales se desarrollé cada experimento.

Los resultados también presentan similitud con los reportados por Guaman et
al. (2023), quienes evaluaron niveles de 0O; 0,6; 1,3 y 2,3 % de curcuma en 120 cuyes.
En dicho estudio, el tratamiento con 1,3 % registrd un mayor peso final, mientras que el
nivel de 2,3 % presentd la mejor conversion alimenticia. La coincidencia entre ambos
trabajos resulta relevante debido a que las concentraciones cercanas al 1 % comenzaron
a expresar ventajas productivas. En la presente investigacion, el 1 % fue suficiente para
alcanzar la mayor ganancia de peso, lo que podria indicar que no necesariamente se
requiere utilizar concentraciones elevadas para obtener una respuesta favorable; sin
embargo, seria necesario evaluar niveles intermedios y superiores antes de establecer
una dosis optima definitiva.

En relacion con el rendimiento a la canal, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (p = 0,8346), con una media general de 65,23 %.
Los valores fueron de 64,82 % para TO, 65,39 % para T1y 65,49 % para T2. Aunque el
tratamiento con 1 % de curcuma presento el valor numéricamente superior, la diferencia
fue reducida y no puede atribuirse estadisticamente al efecto de la suplementacion. Por
tanto, los resultados permiten afirmar que, bajo las condiciones estudiadas, la curcuma
mejord algunos parametros de crecimiento, pero no modificd de manera significativa la

proporcion de rendimiento de la canal.
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Este hallazgo coincide parcialmente con Murillo et al. (2024), quienes utilizaron
10 g de curcuma por kilogramo de alimento, equivalente aproximadamente al 1 %, y
registraron con este aditivo el mayor rendimiento numérico de canal, con 67,55 %. La
similitud entre ambos estudios radica en que el nivel de 1 % produjo una respuesta
favorable desde el punto de vista numérico. Sin embargo, los resultados de la presente
investigacion muestran que esa ventaja no alcanzo significancia estadistica. De manera
semejante, Guaman et al. (2023) encontraron una tendencia a mayor rendimiento de canal
con la suplementacion, llegando aproximadamente al 77 % en determinados tratamientos.
Esto indica que el efecto de la curcuma sobre el rendimiento de la canal podria ser mas
variable que su efecto sobre la ganancia de peso.

En cuanto a la conversion alimenticia, se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos (p = 0,0435). El tratamiento testigo registré una conversion de
3,53, el T1 presentd 3,40 y el T2 alcanzé 3,27. De acuerdo con la prueba de Tukey, T2
presentd una conversion significativamente inferior respecto de TO, mientras que T1
mostrd un comportamiento intermedio. Debido a que una menor conversion alimenticia
representa una mayor eficiencia en la utilizacion del alimento, estos resultados indican
que los animales que recibieron 1 % de clurcuma necesitaron proporcionalmente menos
alimento para generar una unidad de ganancia de peso.

Esta respuesta coincide con lo observado por Guaman et al. (2023), quienes
encontraron que la suplementacion con 2,3 % de curcuma produjo la mejor conversion
alimenticia, cercana a 2,4 frente a aproximadamente 3,6 en el grupo control. Asimismo, los
resultados de Li et al. (2023) en conejos mostraron que la suplementacion con curcumina
incremento la ganancia de peso vy la digestibilidad de proteina, grasa y fibra, ademas de
mejorar la morfologia intestinal y la actividad de enzimas digestivas. Aunque esta ultima
investigacion corresponde a una especie diferente y utilizé curcumina en lugar de cdrcuma
integra, aporta evidencia que permite plantear que los compuestos activos de la planta
podrian mejorar el aprovechamiento de los nutrientes y, consecuentemente, la eficiencia
alimenticia. Esta comparacion debe realizarse con cautela debido a las diferencias de
especie, dosis y presentacion del producto utilizado.

Desdelaperspectivaecondmica, losresultados también favorecieron al tratamiento
con mayor inclusion de curcuma. La relacion beneficio/costo aumento progresivamente
desde 1,75 en el tratamiento testigo hasta 1,85 con 0,5 % y 1,97 con 1 % de cuUrcuma.
Esto demuestra que el incremento en el costo derivado de incorporar clircuma a la dieta
fue compensado por una mayor respuesta productiva y por los ingresos generados. El

resultado coincide con Murillo et al. (2024), quienes reportaron una relacion beneficio/
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costo de 2,06 para la dieta suplementada con curcuma, frente a 1,60 obtenida en el
tratamiento control. La cercania entre los resultados econdmicos de ambos estudios
fortalece la posibilidad de considerar la curcuma como una alternativa econdmicamente

viable dentro de los promotores naturales empleados en la produccion de cuyes.

5. CONCLUSIONES

Los parametros productivos como Peso Final, Ganancia de Peso Vivo y Conversion
Alimenticia se obtuvieron con T2 (1187,40g; 723,07g y 3,27), seguido por T1 (1176,07g,
704,479y 3,40) y finalmente TO (1083,27g, 651,879 y 3,53) respectivamente.

Para la variable Rendimiento a la Canal el mejor tratamiento fue con T2 (65,49 %)
seguido por T1 (65,39 %) y finalmente TO (64,82 %).

En cuanto al indicador Beneficio/ Costo el T2 fue el que registrd la mejor respuesta
desde el punto de vista econémico con 1.97 $.

Se recomienda investigar si el empleo de Curcuma afecta en las caracteristicas
organolépticas de la carne de los cobayos, para de esta manera verificar la generacién
del valor agregado de esta proteina de origen animal.

Difundir los resultados obtenidos en la presente investigacion a nivel de grandes
y pequenos productores, para que se aprovechen la utilizacion de aditivos alternativos
organicos existentes en el mercado como promotores naturales de crecimiento, los

cuales permiten obtener mayor beneficio en la explotacién de cobayos.

BIBLIOGRAFIA

Alcazar Peix, J. F. (1997). Bases para la alimentacion animal y la formulacion manual de raciones.
Producciones Graficas Génesis.

Andrade Yucailla, V., Rios-Arias, D., Cuvi-Gamboa, C., Acosta-Lozano, N., Pinos, N. Q., & Masaquiza,
D. (2022). Comportamiento productivo de Cavia porcellus en la fase de engorde con la inclusion de
Curcuma longa como promotor de crecimiento. Revista UTCiencia, 8(3), 92-102. https://investigacion.
utc.edu.ec/index.php/utciencia/es/article/view/372

Arias Bonilla, R. A., & Avilés Aguilar, S. M. (2022). Valoracion de la eficiencia reproductiva de cobayos
mediante tres cruces entre la linea Perd, Inti y Andina, en la Granja Experimental Laguacoto Il [Tesis
de pregrado, Universidad Estatal de Bolivar]. Repositorio Digital de la Universidad Estatal de Bolivar.
https://dspace.ueb.edu.ec/items/49c09f8c-1e5b-44f9-a83e-0fbb9f3ee021

Calapaqui Gaibor, K. G., & Mora Garcia, E. R. (2020). Evaluacion de la digestibilidad de la harina de
sangre bovina en cobayos en las fases de crecimiento y engorde [Tesis de pregrado, Universidad
Estatal de Bolivar]. Repositorio Digital de la Universidad Estatal de Bolivar. https://dspace.ueb.edu.
ec/items/901b0011-2f95-4781-8e4f-66411a2a399a

Cando Moran, J. F. (2021). Efecto de los alimentos germinados para cuyes durante la etapa de
crecimiento y engorde en el cantén Chaco, provincia de Napo [Tesis de pregrado, Escuela Superior

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 11


https://investigacion.utc.edu.ec/index.php/utciencia/es/article/view/372
https://investigacion.utc.edu.ec/index.php/utciencia/es/article/view/372
https://dspace.ueb.edu.ec/items/49c09f8c-1e5b-44f9-a83e-0fbb9f3ee021
https://dspace.ueb.edu.ec/items/901b0011-2f95-4781-8e4f-66411a2a399a
https://dspace.ueb.edu.ec/items/901b0011-2f95-4781-8e4f-66411a2a399a

Politécnica de Chimborazo]. Repositorio Institucional de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. https://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/15640

Carro, M. D., & Ranilla, M. J. (2002). Los aditivos antibidticos promotores del crecimiento de los
animales: Situacion actual y posibles alternativas. Albéitar. https://www.produccion-animal.com.ar/
informacion_tecnica/invernada_promotores_crecimiento/0O1-aditivos_antibioticos_promotores.pdf

Clapé Laffita, O., & Alfonso Castillo, A. (2012). Avances en la caracterizacion farmacotoxicolégica
de la planta medicinal Curcuma longa Linn. MEDISAN, 16(1), 97-114. http://scielo.sld.cu/scielo.
php?script=sci_arttext&pid=51029-30192012000100013

Cordova Sailema, C. S. (2022). Evaluacion de la digestibilidad in vivo de tres especies de forraje verde
hidropdnico en cobayos de engorde [Tesis de pregrado, Universidad Estatal de Bolivar]. Repositorio
Digital de la Universidad Estatal de Bolivar. https://dspace.ueb.edu.ec/handle/123456789/4181

Estrella Toledo, F. E. (2022). Evaluacion de diferentes niveles de fibra en la digestibilidad de cuyes (Cavia
porcellus) [Tesis de pregrado, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo]. Repositorio Institucional de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/17084

Garrido Paredes, H. D. (2018). Utilizacion de Zingiber officinale (jengibre) como promotor de
crecimiento en la alimentacion de conejos de raza neozelandéz en la etapa de crecimiento-engorde
[Tesis de pregrado, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo]. Repositorio Institucional de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. https://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/8145

Guaman-Rivera, S. A., Herrera-Feijoo, R. J., Ruiz-Sanchez, C. I., & Correa-Salgado, M. de L. (2023).
Concentracion lipidica y respuestas productivas de cuyes (Cavia porcellus) suplementados con
curcuma (Curcuma longa). Codigo Cientifico Revista de Investigacion, 4(1), 787-807. https://doi.
org/10.55813/gaea/ccri/v4/n1/145

Li, S., Wu, F,, Zhao, M., Chen, B., & Chen, X. (2023). Effects of curcumin on the growth performance,
apparent nutrient digestibility, intestinal morphology, digestive enzyme activity, and antioxidant
capacity of meat rabbits. Italian Journal of Animal Science, 22(1), 222-229. https://doi.org/101080/18
28051X.2023.2178342

Munoz Chela, A. D. (2021). Promotores naturales de crecimiento en la produccion de conejos [Tesis
de pregrado, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo]. Repositorio Institucional de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/15618

Murillo Cano, K. B., Arellano Gémez, J. J., Zambrano Moreira, R. R., & Calderdén Tobar, A. D. R. (2024).
Valoracioén de los promotores de crecimiento naturales en la alimentacion de cuyes (Cavia porcellus)
para la eficiencia de los parametros productivos. Conocimiento Global, 9(3), 263-277. https://doi.
org/10.70165/cglobal v9i3.462

Reinoso, A. (2016). Evaluacion de la lincomicina como promotor de crecimiento de cuyes en la fase de
crecimiento-engorde [Tesis de pregrado, Escuela Superior Politécnica de Chimborazol. Repositorio
Institucional de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. http://dspace.espoch.edu.ec/
handle/123456789/5383

Rios Arias, D. M., & Cuvi Gamboa, C. T. (2020). Evaluacion de diferentes niveles de ctrcuma (Curcuma
longa) como promotor de crecimiento para la alimentacion de cuyes (Cavia porcellus) [Tesis de
pregrado, Universidad Estatal Amazénica]. Repositorio Digital de la Universidad Estatal Amazoénica.
https://repositorio.uea.edu.ec/handle/123456789/635

Saiz de Cos, P. (2014). Carcuma | (Curcuma longa L.). Reduca (Biologia). Serie Botanica, 7(2), 84-99.
https://eprints.ucm.es/id/eprint/27836/1/C%C3%9ARCUMA%20%20Paula%20Saiz.pdf

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 11 173


https://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/15640
https://www.produccion-animal.com.ar/informacion_tecnica/invernada_promotores_crecimiento/01-aditivos_antibioticos_promotores.pdf
https://www.produccion-animal.com.ar/informacion_tecnica/invernada_promotores_crecimiento/01-aditivos_antibioticos_promotores.pdf
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1029-30192012000100013
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1029-30192012000100013
https://dspace.ueb.edu.ec/handle/123456789/4181
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/17084
https://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/8145
https://doi.org/10.55813/gaea/ccri/v4/n1/145
https://doi.org/10.55813/gaea/ccri/v4/n1/145
https://doi.org/10.1080/1828051X.2023.2178342
https://doi.org/10.1080/1828051X.2023.2178342
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/15618
https://doi.org/10.70165/cglobal.v9i3.462
https://doi.org/10.70165/cglobal.v9i3.462
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/5383
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/5383
https://repositorio.uea.edu.ec/handle/123456789/635
https://eprints.ucm.es/id/eprint/27836/1/C%C3%9ARCUMA%20%20Paula%20Saiz.pdf

CAPITULO 12

BIENESTAR ANIMAL EN GALLINAS PONEDORAS EN
SISTEMAS DE PRODUCCION PISO Y PASTOREO EN EL
MAGDALENA MEDIO SANTANDEREANO'

Data de submisséo: 09/09/2026
Data de aceite: 21/09/2026

Yazmin Andrea Calvo Rodriguez

Instituto Universitario de la Paz-Escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia
Barrancabermeja-Santander-Colombia
https://orcid.org/0000-0002-4182-5792

Darwin Antonio Garcia Rojas

Instituto Universitario de la Paz-Escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia
Barrancabermeja-Santander-Colombia
https://orcid.org/0000-0002-9749-0055

Elkin Orlando Romero Cardenas

Instituto Universitario de la Paz-Escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia
Barrancabermeja-Santander-Colombia
https://orcid.org/0000-0002-1062-3354

Neidy Canchila Roa

Instituto Universitario de la Paz-Escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia
Barrancabermeja-Santander-Colombia
https://orcid.org/0009-0000-9124-6716

" Capitulo derivado a partir de la presentacion del resumen
titulado “Bienestar Animal en Gallinas Ponedoras en
Sistemas de Produccién Piso y Pastoreo en el Magdalena
Medio Santandereano, presentado en el XVIIl Encuentro
Nacional y Xl Internacional de Investigadores de las
Ciencias Pecuarias-ENICIP 2025. Financiacion a través de
la convocatoria interna institucional para el fortalecimiento
de la investigacion, desarrollo tecnoldgico, innovacion e
investigacion-creacion en el Instituto Universitario de la Paz
UNIPAZ 2024-2025. No se declaran conflictos de interés.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX

Ricci Terraza Martinez

Instituto Universitario de la Paz-Escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia
Barrancabermeja-Santander-Colombia
https://orcid.org/0000-0001-8693-1276

RESUMEN: El| objetivo principal de este
trabajo consistio en evaluar el bienestar animal
en cuanto a la libertad de dolor, lesiéon y/o
enfermedad en gallinas ponedoras sometidas
a dos sistemas de produccion semi-intensivo:
piso y pastoreo. La investigacion se realizo
en el Centro de Investigaciones Santa Lucia
UNIPAZ. Se seleccionaron al azar 240
gallinas criollas del género Gallus domesticus,
distribuidas en dos grupos de 120 animales
con tres réplicas de 40 gallinas cada una. El
grupo 1estuvo en sistema de pastoreo (4 horas
diarias, densidad 3 gallinas/m?) y el grupo 2
en sistema de piso (densidad 6 gallinas/m2),
durante 60 dias mas 15 dias de adaptacion.
Se evaluaron los indicadores: condicion del
plumaje, lesiones por canibalismo, lesiones
en patas y mortalidad, mediante estadistica
no paramétrica (Chi cuadrado y comparaciéon
de proporciones, SPSS 21.0). Los resultados
demostraron que el sistema de pastoreo
presentd mejores indicadores de bienestar:
condicién buena del plumaje (69,6%), ausencia
de lesiones por canibalismo (96,8%), ausencia
delesiones en patas (98,3%) y mortalidad (0%).
El sistema de piso mostré menor desempefio:
condicién buena del plumaje (11,4%), ausencia
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de lesiones por canibalismo (87,9%), ausencia de lesiones en patas (83,6%) y mortalidad
(0,1%). Se concluye que el sistema de pastoreo favorece significativamente la libertad de
dolor, lesién y/o enfermedad en gallinas ponedoras, constituyendo una alternativa viable
para mejorar el bienestar animal en producciones avicolas.

PALABRAS CLAVE: bienestar animal; gallinas ponedoras; sistema de piso; sistema de
pastoreo; cinco libertades.

ANIMAL WELFARE OF LAYINGHENS IN FLOOR AND PASTURE-BASED PRODUCTION
SYSTEMS IN THE MAGDALENA MEDIO REGION OF SANTANDER

ABSTRACT: The main objective of this work was to evaluate animal welfare in terms of
freedom from pain, injury and/or disease in laying hens subjected to two semi-intensive
production systems: floor and grazing. The research was carried out at the Santa Lucia
UNIPAZ Research center. A total of 240 Creole hens of the genus Gallus domesticus were
randomly selected and distributed into two groups of 120 animals with three replicates of
40 hens each. Group 1 was kept in a grazing system (4 hours/day, density 3 hens/m2) and
group 2 in a floor system (density 6 hens/m?2) for 60 days plus 15 adaptation days. Welfare
indicators evaluated included plumage condition, cannibalism injuries, foot lesions, and
mortality, using non-parametric statistics (Chi-square and proportion comparison, SPSS
21.0). Results showed that the grazing system presented better welfare indicators: good
plumage condition (69.6%), absence of cannibalism injuries (96.8%), absence of foot
lesions (98.3%), and mortality (0%). The floor system showed lower performance: good
plumage condition (11.4%), absence of cannibalism injuries (87.9%), absence of foot lesions
(83.6%), and mortality (0.1%). It is concluded that the grazing system significantly favors
freedom from pain, injury and/or disease in laying hens, representing a viable alternative
to improve animal welfare in poultry production.

KEYWORDS: animal welfare; laying hens; floor system; grazing system; five freedoms.

1. INTRODUCCION

El bienestar animal en gallinas ponedoras constituye un eje fundamental en
los sistemas de produccion avicola modernos, especialmente en un contexto donde la
demanda de proteina de origen animal continlia en aumento y los estandares éticos de
produccion son cada vez mas exigentes. En Colombia, la avicultura es uno de los sectores
agropecuarios mas dinamicos. La produccion de huevos es una actividad de relevancia
econodmica y social significativa.

Se ha documentado que los sistemas de produccion influyen sobre indicadores
de salud como condicion del plumaje, lesiones por canibalismo, estado de las patas e
indices de mortalidad (Nielsen SS, 2023). El sistema de pastoreo ha demostrado ofrecer
ventajas en términos de bienestar al permitir a las aves acceso a espacios abiertos,

alimentacion variada y la posibilidad de expresar conductas naturales.
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Este capitulo analiza la influencia de los sistemas de produccion de piso y
pastoreo sobre la libertad de dolor, lesion y/o enfermedad en gallinas ponedoras
criollas, a partir de una investigacion realizada en el Centro de Investigacion Santa
Lucia del Instituto Universitario de la Paz (UNIPAZ), en Barrancabermeja, Colombia. Los
hallazgos presentados contribuyen al cuerpo de conocimiento sobre bienestar avicola
en condiciones tropicales y aportan evidencia empirica para la toma de decisiones en

sistemas de produccion sostenibles.

2. MARCO TEORICO
21. BIENESTAR ANIMAL: CONCEPTOS Y FUNDAMENTOS

El bienestar animal es un concepto multidimensional que ha evolucionado
significativamente desde sus primeras formulaciones. Broom (1986, citado por Alina,
2011) lo define como el estado en que un animal afronta las condiciones de su entorno,
Hughes (1976, citado por Alija, 2011) lo concibe como un estado de completa salud mental
y fisica en el que el animal se encuentra en armonia con su ambiente. Actualmente esta
definicion incluye dimensiones afectivas y cognitivas, reconociendo que los animales no
solo experimentan estados fisicos sino también emocionales (Mellor, 2020).

Las cinco libertades del bienestar animal, formuladas originalmente por el Comité
Brambell y posteriormente adoptadas por el Farm Animal Welfare Council (FAWC), son
el marco de referencia mas ampliamente utilizado para evaluar el bienestar en animales
de produccion. En el contexto avicola, estas libertades adquieren una dimension practica
concreta, dado que cada una de ellas puede ser operacionalizada a través de indicadores
medibles y observables en las condiciones de alojamiento y manejo de las aves.

La libertad de dolor, lesion y/o enfermedad, implica la prevencion de
enfermedades y lesiones mediante diagnodstico oportuno, tratamiento adecuado y
condiciones de alojamiento que minimicen los riesgos fisicos para los animales. En
gallinas ponedoras, esta libertad se evalla a través de la condicion del plumaje, lesiones
por canibalismo o picaje, estado de las almohadillas plantares y dedos, e indices de
mortalidad (Bil¢ik & Keeling, 2000).

2.2. SISTEMAS DE PRODUCCION AVICOLA Y SU RELACION CON EL BIENESTAR

Los sistemas de produccion avicola se clasifican en intensivos y extensivos.
Los sistemas intensivos incluyen la produccién en jaulas y piso, los sistemas extensivos
comprenden el pastoreo y la produccion ecolégica. Cada sistema genera condiciones

particulares de alojamiento que inciden sobre el bienestar de las aves (Elson, 2015).
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El sistema en piso se caracteriza por mantener a las aves confinadas dentro
de un galpdn, sobre una cama de material absorbente como viruta, cascarilla de arroz
o aserrin. Aungue este sistema ofrece mayor libertad de movimiento que las jaulas
convencionales, las altas densidades poblacionales y las condiciones de confinamiento
generan situaciones de estrés, competencia por recursos y deterioro de la salud fisica
de las aves. Las gallinas mantenidas en sistemas de piso presentan mayores tasas
de lesiones en las almohadillas plantares, mayor prevalencia de picaje y canibalismo,
y peores condiciones del plumaje en comparacion con sistemas de pastoreo (Lay, y
otros, 2011).

El sistema de pastoreo permite a las aves acceder a espacios abiertos donde
pueden expresar comportamientos como el forrajeo, bano de polvo, picoteo del suelo
y exploracion del entorno. Estos comportamientos afectan positivamente el bienestar
fisico y psicologico de las aves, reduciendo los niveles de estrés y la incidencia de
comportamientos andmalos. La exposicion a la luz solar natural, la alimentacién variada y
el ejercicio fisico contribuyen al fortalecimiento del sistema inmunologico y a la mejora de

la condicion corporal general (Shields, Shapiro, & Rowan, 2017).

2.3. INDICADORES DE BIENESTAR EN GALLINAS PONEDORAS

La evaluacion del bienestar animal en gallinas ponedoras requiere el uso de
indicadores objetivos que permitan comparar las condiciones de diferentes sistemas

productivos. Los indicadores mas utilizados son:

Condicion del plumaje: Un plumaje en buen estado refleja ausencia de estrés
cronico, adecuada nutriciéon y baja prevalencia de comportamientos de picaje. El
deterioro del plumaje se asocia a condiciones de hacinamiento, estrés social y

deficiencias nutricionales (Nielsen SS, 2023).

Lesiones por canibalismo: Es un comportamiento andmalo desencadenado
por el estrés, alta densidad poblacional, falta de enriquecimiento ambiental y
deficiencias nutricionales. Las lesiones resultantes comprometen seriamente la

salud y bienestar de las aves afectadas (Michel V, 2022).

Lesiones en las patas, incluyendo las alteraciones de las almohadillas plantares
(pododermatitis) y las deformaciones de los dedos, son frecuentemente utilizados
para evaluar el impacto del sistema de alojamiento sobre la salud fisica de las aves.
La humedad excesiva de la cama, superficies abrasivas y falta de ejercicio son

factores predisponentes para el desarrollo de estas lesiones (Lay, y otros, 2011).
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Mortalidad: indicador extremo del bienestar animal, refleja las condiciones criticas
de salud en una poblacion avicola. Si bien una mortalidad baja no garantiza por
si sola un buen nivel de bienestar, tasas elevadas indican problemas graves de

manejo, sanidad o condiciones de alojamiento inadecuadas.

3. METODOLOGIA
3.1. UBICACION DEL ESTUDIO

La investigacion se realizd en el niucleo académico y de investigacion de aves
del Centro de Investigacion Santa Lucia, propiedad del Instituto Universitario de la Paz
(UNIPAZ. Las coordenadas geograficas del sitio son: latitud 7° 03’ 48", longitud 73° 55’
50”, con una altitud de 75,94 m s.n.m., humedad relativa del 77% y temperatura promedio
de 32°C.

3.2. ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL

Se seleccionaron al azar 240 gallinas ponedoras de linea criolla del género
Gallus domesticus, subespecie morus y subespecie ecaudatus. Los animales fueron
distribuidos en dos grupos de 120 gallinas cada uno, subdivididos en tres réplicas (R1, R2,
R3) de 40 animales. Todos los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacion
de 15 dias y un protocolo de vacunacion.

Los tratamientos evaluados fueron:

e T1: Sistema de produccion en pastoreo (4 horas diarias, de 6:00 a 10:00 a.m.,

en tres potreros de 13,33 m2 con densidad de 3 gallinas/m2).

e T2: Sistema de produccion en piso (confinamiento continuo en tres corrales

de 6,6 m2 con densidad de 6 gallinas/m2).

La duracion del experimento fue de 60 dias. La alimentacion en ambos grupos
se baso en concentrado comercial marca ITALCOL, lineas ponedoras (Prepico 100 ®),
suministrado a racion segun tabla de alimentacion por peso, con agua a voluntad. El
grupo de pastoreo complementd su dieta con gramas naturales, leguminosas y arvenses

disponibles en los potreros.
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3.3. VARIABLES EVALUADAS

Se evaluaron los siguientes indicadores de la libertad de dolor, lesion y/o

enfermedad, tomando el 10% de los animales de cada réplica:

e Condicion del plumaje: evaluacion semanal con escala cualitativa (buena,
regular, critica, muy critica), considerando las regiones del cuello, cabeza,
puntas de alas y cola (Appleby MC, 1993).

* Lesiones por canibalismo: evaluacion diaria con escala numérica (O:
sin lesion; 1: lesion leve; 3: lesion critica; 5: lesion muy critica), observando
pechugas, cloacas, crestas, alas y ojos.

 Lesiones en patas: evaluacion diaria con la misma escala numérica,

observando almohadillas plantares y dedos.

e Mortalidad: registro diario, calculado con la formula: % mortalidad = (N° aves

muertas + N° aves iniciales) x 100.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Analisis mediante estadistica no paramétrica utilizando el programa SPSS version
21.0. Para las variables condicidon del plumaje, lesiones por canibalismo y lesiones en
patas se aplico la prueba de Chi cuadrado de Pearson para determinar la asociacion
con el sistema de produccion, y el coeficiente de contingencia (V de Cramer y Phi) para
establecer el grado de asociacion. Para la variable mortalidad se utilizd la prueba de

comparacion de proporciones.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
41. CONDICION DEL PLUMAJE

Los resultados obtenidos para la condicion del plumaje evidenciaron diferencias
entre los dos sistemas de produccion evaluados. En el sistema de pastoreo, el 69,6%
de las aves (501 de 720 observaciones) presentd condicion buena del plumaje, en
el sistema de piso este porcentaje fue del 11,4% (82 de 720 observaciones). Las
condiciones critica y muy critica del plumaje fueron mas frecuentes en el sistema
de piso, con porcentajes del 46,3% y 12,2% respectivamente, frente al 2,9% y 0,1%
registrados en el sistema de pastoreo.

La prueba de Chi cuadrado de Pearson confirmo la existencia de una asociacién
estadisticamente significativa entre el sistema de produccion y la condicion del plumaje
662,128 (gl=3, p<0,001). El coeficiente V de Cramer fue de 0,678, indicando una
asociacion moderada y directamente proporcional entre ambas variables, lo que significa

que el sistema de pastoreo favorece la condicion del plumaje.

Figura 3. Aspecto y Condicién del Plumaje.
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Tabla 1. Tabulacion cruzada de condicion del plumaje por sistema de produccion.

Condicién del Piso Piso Pastoreo Pastoreo Total
Plumaje (n) (%) (n) (%) (n)
Buena 82 11.4% 501 69,6% 583
Regular 217 30,1% 197 27.4% 414
Critica 333 463% 21 2.9% 354
Muy critica 88 12,2% 1 0,1% 89
Total 720 100% 720 100% 1440

Los resultados son consistentes con los hallazgos reportados por Romano
et al 2025, quienes evaluaron gallinas Lohmann Brown en sistema free-range y no
registraron ninguna incidencia de lesiones en el plumaje, concluyendo que el acceso
al exterior resulta satisfactorio en términos de confort y bienestar. Fiorilla et al 2024,
al comparar gallinas criollas (autdéctonas) con una linea comercial hibrida en distintos
sistemas de alojamiento, encontraron que el tipo de sistema (housing system) tuvo
un efecto significativo sobre los patrones de comportamiento y la condicidon del
plumaje, siendo este resultado relevante para el presente estudio dado que también
se trabajo con gallinas criollas Gallus domesticus. El deterioro del plumaje observado
en el sistema de piso puede atribuirse a la mayor densidad poblacional, la restriccion
del espacio y la limitacion para expresar comportamientos naturales, factores que
generan estrés cronico y aumentan la frecuencia de comportamientos agonisticos

entre las aves.

4.2. LESIONES POR CANIBALISMO

En cuanto a las lesiones por canibalismo, el sistema de pastoreo mostré mejores
indicadores de bienestar. El 96,8% de las aves en pastoreo (697 de 720 observaciones)
no presento lesiness por canibalismo, frente al 87,9% (633 de 720 observaciones) en el
sistema de piso. Las lesiones leves fueron mas frecuentes en el sistema de piso (9,4%)
que en pastoreo (2,6%). Las lesiones criticas fueron mas prevalentes en piso (2,5%) que
en pastoreo (0,6%). En el sistema de pastoreo no se registraron casos de lesion muy

critica, en el sistema de piso se presento un caso (0,1%).
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Figura 4. Lesiones por Canibalismo.

Tabla 2. Tabulacion cruzada de lesiones por canibalismo por sistema de produccion.

Lesion por Piso Piso Pastoreo Pastoreo Total
Canibalismo (n) (%) (n) (%) (n)
Sin lesion 633 879% 697 96,8% 1330
Lesion leve 68 9.4% 19 2.6% 87
Lesidn critica 18 2,5% 4 0,6% 22
Lesion muy critica 1 0,1% 0 0,0% 1
Total 720 100% 720 100% 1440

La prueba de Chi cuadrado arrojé un valor de 40,586 (gl=3, p<0,001),
confirmando la asociacion estadisticamente significativa entre el sistema de produccion
y las lesiones por canibalismo. El coeficiente V de Cramer fue de 0,168, indicando una
asociacion baja, lo que sugiere que el sistema de produccion influye levemente sobre
la aparicion de lesiones por canibalismo.

Putt et al. (2025), en su estudio sobre la produccion australiana de huevos
cage-free, documentan que los brotes severos de picaje de plumas y canibalismo
ocurren en sistemas free-range cuando el manejo no es adecuado, sefalando que
el acceso al exterior por si solo no garantiza la ausencia de estos comportamientos
andomalos si no se acompana de buenas practicas de manejo (control de densidad,
enriquecimiento ambiental y manejo de la luz). Este hallazgo es coherente con
los resultados del presente estudio, donde el sistema de pastoreo, aunque
significativamente superior, tampoco alcanzé el 100% de ausencia de lesiones
(96,8%), lo que sugiere que otros factores de manejo contindan interviniendo.
Denis et al. (2025), al comparar colonias enriquecidas vs sistemas de aviario (piso
de multiples niveles) en granjas comerciales canadienses, encontraron que el dafo

general al plumaje no mostro diferencias significativas entre ambos sistemas cuando
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se consideraron todas las edades combinadas, aunque si se observd mayor dafo en
la region cloacal en colonias enriquecidas. Esto indica que la relacion entre sistema de
alojamiento y canibalismo/picaje es mas compleja de lo que sugiere una comparacion
simple piso-pastoreo, dependiendo también de la region corporal evaluada y el manejo
especifico de cada granja.

La mayor prevalencia de lesiones por canibalismo en el sistema de piso del
presente estudio puede explicarse por la interaccion entre la densidad poblacional,
el estrés social y la limitacion del espacio, factores ampliamente documentados en la

literatura contemporanea sobre bienestar avicola.

4.3. LESIONES EN LAS PATAS

Los resultados para lesiones en las patas mostraron diferencias marcadas entre
los dos sistemas evaluados. En el sistema de pastoreo, el 98,3% de las aves (708 de 720
observaciones) no presento lesiones en las patas y el 1,7% (12 aves) mostro lesiones
leves. No se registraron casos de lesion critica ni muy critica en el sistema de pastoreo.
En el sistema de piso el 83,6% de las aves (602 de 720) no presentd lesiones, el 11,9%
(86 aves) mostro lesiones leves, el 4,0% (29 aves) presento lesiones criticas y el 0,4% (3

aves) lesiones muy criticas.

Tabla 3. Tabulacion cruzada de lesiones en patas por sistema de produccion.

Lesiones en Piso Piso Pastoreo Pastoreo Total
Patas (n) (%) (n) (%) (n)
Sin lesidn 602 83.6% 708 98,3% 1310
Lesion leve 86 11,9% 12 1,7% 98
Lesion critica 29 4.0% 0 0,0% 29
Lesion muy critica 3 0,4% 0 0,0% 3
Total 720 100% 720 100% 1440

La prueba de Chi cuadrado arrojé6 un valor de 96,455 (gl=3, p<0,001), y
el coeficiente V de Cramer fue de 0,259, indicando una asociacion baja pero
estadisticamente significativa entre el sistema de producciony las lesiones en las patas.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Romano et al. (2025), quienes
no registraron ninguna incidencia de pododermatitis en gallinas Lohmann Brown
mantenidas en sistema de pastoreo, bajo condiciones climaticas favorables dentro de la
zona termoneutral. Ucar, Boz y Sarica (2023), trabajando con especies distintas (pavos
reales/faisanes y gallinas de Guinea), encontraron que la humedad de la cama (litter

moisture) fue significativamente menor en el sistema free-range, aunque esto no siempre
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se tradujo en menor puntaje de dermatitis plantar (FPD) en todas las especies evaluadas,
sugiriendo que la relacion entre humedad de cama y lesidon podal puede estar mediada

por otros factores como la edad y la especie.

Figura 5. Lesiones en Patas.

.

Denis et al. (2025), encontraron que las gallinas alojadas en sistemas de aviario
(piso de multiples niveles) presentaron una probabilidad significativamente mayor de
dermatitis plantar (FPD) y de fracturas de quilla en comparacion con colonias enriquecidas
(jaulas enriquecidas), un resultado que en principio pareceria contradecir la superioridad
esperada de los sistemas sin jaula. Este hallazgo matiza la conclusidon general: no es la
simple ausencia de jaula la que mejora la salud podal, sino especificamente el acceso
a sustrato natural y espacio abierto tipo pastoreo, como el evaluado en el grupo T1 de
esta investigacion, y no cualquier sistema “alternativo” de piso o aviario. Esto refuerza la
relevancia de distinguir, entre piso confinado y pastoreo genuino con acceso a potrero.
Las lesiones podales observadas en el sistema de piso del presente estudio pueden
atribuirse a la humedad de la cama, la falta de ejercicio y las superficies de alojamiento

que no favorecen el desgaste natural de las garras.

4.4. MORTALIDAD

Los resultados fueron favorables en ambos sistemas, no obstante, en el sistema
de piso se registré una sola muerte durante todo el periodo experimental, equivalente al
0% de la poblacién. En el sistema de pastoreo no se registrd ninguna muerte, con una
mortalidad del 0%.
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Tabla 4. Mortalidad por sistema de produccion.

Sistema de Produccién N° de muertes % Mortalidad
Piso 1 0,1%
Pastoreo 0 0,0%

Los resultados son consistentes con las tendencias reportadas, donde los
sistemas de pastoreo tienden a presentar menores tasas de mortalidad que los sistemas
de confinamiento. Baugh (2026), evalué como el disefio del sistema de aviario influye
sobre la mortalidad y el picaje severo de plumas a largo plazo en gallinas en sistema
de piso, encontrando que las diferencias de disefo dentro de un mismo tipo de sistema
(aviario) pueden generar variaciones relevantes en las tasas de mortalidad, lo que sugiere
que la mortalidad no depende Unicamente de la categoria general del sistema (piso,
aviario, pastoreo) sino también de decisiones especificas de disefio e manejo dentro de
cada sistema. La baja mortalidad general registrada en ambos sistemas puede atribuirse
al corto periodo experimental (60 dias) y a las condiciones sanitarias controladas del

centro de investigacion.

5. CONCLUSIONES

El sistema de pastoreo demostrd ser significativamente superior al sistema
de piso en todos los indicadores de bienestar evaluados, confirmando que el acceso
a espacios abiertos, la posibilidad de expresar comportamientos naturales y la menor
densidad poblacional son factores determinantes para garantizar la libertad de dolor,
lesion y/o enfermedad en gallinas ponedoras.

El sistema de piso genera condiciones que comprometen el bienestar animal al
restringir el movimiento, incrementar el estrés social y favorecer la aparicion de lesiones
fisicas. Los indicadores de salud obtenidos en este sistema fueron consistentemente
inferiores a los del sistema de pastoreo, lo que sugiere la necesidad de implementar
medidas de enriquecimiento ambiental y reduccion de la densidad poblacional para

mejorar el bienestar de las aves confinadas.

6. RECOMENDACIONES

Se recomienda considerar la implementacion del sistema de pastoreo como
alternativa viable para mejorar el bienestar animal y, potencialmente, la calidad de los
productos obtenidos. Se recomienda evaluar el efecto de los sistemas de produccion
sobre parametros productivos (produccion de huevos, calidad del huevo, conversion

alimenticia) y sobre otras libertades del bienestar animal. Se sugiere explorar estrategias
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de enriquecimiento ambiental en sistemas de piso que contribuyan a mitigar los efectos

negativos del confinamiento sobre el bienestar de las aves.
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ABSTRACT: The preservation of refrigerated
buck semen is an essential component of
artificial insemination programmes, genetic
improvement and the conservation of animal
genetic resources. Although conventional
extenders are widely used, information
regarding chemically defined extenders for
long-term liquid preservation of buck semen
remains limited. This study evaluated the
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effect of Beyond®, a chemically defined extender originally developed for stallion semen,
on the quality of refrigerated semen from Florida and Verata bucks during 96 h of storage.
Thirty semen ejaculates from 11 adult bucks were diluted in Beyond® and stored at 5 °C.
Sperm quality was evaluated at 0, 24, 48, 72 and 96 h using a Computer-Assisted Sperm
Analysis (CASA) system. The proportion of rapid progressive spermatozoa together with
curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL) and average path velocity (VAP)
were assessed. Data were analysed using a linear mixed-effects model with ejaculate
included as a random effect. Storage time significantly affected all kinematic parameters
and the proportion of rapid progressive spermatozoa (P < 0.001), whereas neither breed
nor the breed x storage time interaction exerted significant effects. Curvilinear velocity
remained comparatively stable throughout the storage period, while VSL and VAP
gradually declined, suggesting that impairment of sperm movement efficiency precedes
the complete loss of progressive motility. Despite these temporal changes, Beyond®
maintained high levels of sperm motility and favourable kinematic characteristics
throughout the 96-h refrigeration period. These findings indicate that chemically defined
extenders such as Beyond® constitute a promising alternative for liquid preservation of
buck semen and support their potential application in artificial insemination programmes
aimed at improving reproductive efficiency while contributing to the conservation and
dissemination of valuable caprine genetic resources, encouraging future in vitro and in
vivo studies to validate and optimize its application under field conditions.

KEYWORDS: artificial insemination; buck semen; chemically defined extender;
refrigerated storage; sperm kinematics.

AVALIACAO DE UM DILUIDOR DE SEMEN EQUINO QUIMICAMENTE DEFINIDO PARA
A CONSERVAGAO REFRIGERADA PROLONGADA DE SEMEN CAPRINO

RESUMO: A conservacao de sémen caprinorefrigerado constituiumaferramentaessencial
para a inseminagao artificial, a disseminagdo do progresso genético e a preservagao
de recursos zoogenéticos. Apesar da ampla utilizagdo de diluidores convencionais, a
informagado disponivel sobre diluidores quimicamente definidos para a conservagao
prolongada de sémen caprino permanece limitada. O presente estudo avaliou o efeito do
diluidor Beyond®, originalmente desenvolvido para sémen equino, na qualidade do sémen
refrigerado de bodes das ragas autdctones espanholas Florida e Verata durante 96 horas
de armazenamento. Foram utilizados 30 ejaculados de 11 caprinos adultos, diluidos em
Beyond® e conservados a 5 °C, sendo avaliados imediatamente apos a diluicdo e apos
24,48, 72 e 96 horas de refrigeracédo através de um Sistema de Analise Computorizada
de Sémen (CASA). Foram determinados a percentagem de espermatozoides rapidos
progressivos, assim como os parametros cinematicos velocidade curvilinea (VCL),
velocidade retilinea (VSL) e velocidade média do percurso (VAP). Os dados foram
analisados recorrendo a um modelo linear de efeitos mistos, considerando o ejaculado
como efeito aleatdrio. O tempo de conservacao influenciou significativamente todos os
parametros cinematicos e a percentagem de espermatozoides rapidos progressivos (P <
0.001), nao tendo sido observadas diferencgas significativas entre as ragas nem interagao
raca x tempo de conservagao. Embora o parametro VCL tenha permanecido relativamente
estavel durante o periodo experimental, os valores médios de VSL e VAP apresentaram
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uma diminuicdo progressiva, sugerindo que a eficiéncia do movimento espermatico
se deteriora antes da perda completa da motilidade progressiva. Estes resultados
indicam que o diluidor Beyond® foi capaz de manter niveis elevados de motilidade e
qualidade cinematica durante quatro dias de refrigeragdo. Os resultados demonstram
que os diluidores quimicamente definidos como o Beyond® representam uma alternativa
promissora para a conservagao liquida de sémen caprino, podendo contribuir para
melhorar os programas de inseminacao artificial e a conservagcao de recursos genéticos
caprinos, motivando investigagdes futuras in vitro e in vivo que permitam validar e otimizar
a sua aplicagao em condicdes de campo.

PALAVRAS-CHAVE: conservacao seminal; diluidor; refrigeragao; reproducao assistida;
sémen caprino.

1. INTRODUCTION

11. IMPORTANCE OF GOAT PRODUCTION, NATIVE BREEDS AND ASSISTED
REPRODUCTION

Goat production represents one of the oldest and most widely distributed livestock
systems worldwide, contributing substantially to food security, rural economies and the
sustainable use of natural resources. According to the Food and Agriculture Organization
(FAO), the global goat population has increased steadily over recent decades, reflecting
the remarkable adaptability of this species to diverse environmental conditions, including
marginal areas where other domestic ruminants exhibit limited productive performance.
Besides their recognised role in the production of milk, meat, fibre and skins, goats are of
particular importance for maintaining agricultural biodiversity through the conservation of
locally adapted breeds that constitute valuable reservoirs of genetic variation (FAQ, 2015).

In Mediterranean countries, and particularly in the Iberian Peninsula, native goat
breeds have evolved under highly heterogeneous environmental conditions, resulting
in populations characterised by considerable genetic diversity and adaptation to local
production systems. These breeds represent not only an important cultural and economic
heritage but also a strategic resource for improving resilience against climate change,
emerging diseases and changing production demands (Ramachandran & Sejian, 2022).
Consequently, the conservation of their genetic resources has become a priority within
both national and international breeding programmes (Pérez & Mateos, 1996).

Among Spanish autochthonous breeds, the Florida and Verata goats are
recognised for their productive performance, reproductive efficiency and adaptation to
extensive and semi-extensive management systems. The Florida breed has experienced

remarkable genetic improvement during recent decades and currently constitutes one of
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the most productive dairy goat breeds in Spain, whereas the Verata breed represents an
important reservoir of genetic diversity associated with traditional production systems
(Martinez-Trancon, 2020). Maintaining the genetic variability of these populations requires
the implementation of efficient reproductive technologies capable of facilitating the
dissemination of superior genetics while preserving breed integrity (Pérez & Mateos, 1996).

Artificial insemination (Al) is considered one of the most effective reproductive
biotechnologies available for accelerating genetic progress in domestic livestock.
Besides facilitating the rapid dissemination of genetically superior males, Al contributes to
reducing the transmission of reproductive diseases, decreases the need for transporting
breeding animals and enables more efficient management of breeding programmes. In
endangered or numerically limited breeds, Al also plays a fundamental role in genetic
conservation by allowing the long-term preservation and strategic use of valuable male
germplasm (Bodu et al., 2025).

Despite its recognised advantages, the routine application of Al in goats remains
considerably lower than in cattle and other livestock species. This limitation cannot be
attributed exclusively to reproductive management but also to biological characteristics
inherent to caprine semen, particularly its sensitivity to storage conditions and the
difficulties associated with maintaining sperm quality during transport and short-term
preservation (Leboeuf et al, 2000). Consequently, the success of Al programmes
depends not only on appropriate reproductive management but also on the availability
of semen doses capable of preserving functional competence from collection to
insemination (Xu et al., 2009).

The preservation of semen has therefore become a cornerstone of modern caprine
reproduction. While cryopreservation represents the preferred option for long-term
storage within gene banks and conservation programmes, refrigerated semen remains
particularly attractive for routine Al because it avoids the cellular damage frequently
associated with freezing and thawing procedures, requires less specialised equipment and
generally provides satisfactory fertility when insemination is performed within relatively
short storage periods. Moreover, chilled semen facilitates the exchange of genetic material
between breeding centres while reducing logistical costs and simplifying semen handling
under field conditions (Leboeuf et al., 2000; Xu et al., 2009; Bodu et al., 2025).

However, maintaining sperm quality during refrigerated storage continues
to represent one of the principal challenges in caprine reproductive biotechnology.
Progressive reductions in sperm motility, membrane integrity, mitochondrial activity and

fertilising capacity frequently occur during storage, limiting both semen shelf life and
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the geographical distribution of genetically valuable males (Sharma et al., 2025). These
limitations have stimulated continuous research into preservation strategies capable of
extending sperm longevity while maintaining cellular functionality, with particular emphasis
on the development of increasingly efficient semen extenders (Bodu et al., 2025).
Consequently, improving semen preservation protocols remains an essential
objective for increasing the practical application of Al in goats and for supporting
sustainable genetic improvement programmes. Although substantial progress has been
achieved over recent decades, the optimisation of semen extenders continues to represent
one of the most active areas of research in caprine reproduction. Understanding how
these formulations have evolved, together with the biological mechanisms responsible
for sperm deterioration during storage, provides the necessary framework for evaluating

innovative preservation strategies developed in other domestic species.

1.2. CHALLENGES ASSOCIATED WITH REFRIGERATED PRESERVATION OF BUCK
SEMEN

The success of artificial insemination programmes using chilled semen largely
depends on the ability to preserve sperm viability and functionality throughout storage and
transport. Although refrigeration considerably slows cellular metabolism compared with
ambient temperature, it does not completely arrest the biochemical and structural changes
that progressively impair sperm function. Consequently, sperm quality deteriorates over
time, reducing fertilising potential and limiting the practical use of refrigerated semen in
breeding programmes (Xu et al., 2009; Sadeghi et al., 2020).

Among domestic livestock species, buck semen presents particular challenges
for liquid preservation due to its unique biochemical characteristics. One of the most
distinctive features of caprine seminal plasma is the presence of enzymes secreted by
the bulbourethral glands, particularly phospholipase A and related lipases, which readily
hydrolyse phospholipids present in egg yolk and milk-based extenders. This enzymatic
activity generates toxic lipid metabolites, including lysophospholipids and free fatty acids,
which destabilise sperm membranes, reduce motility and accelerate sperm degeneration
during storage. Consequently, extenders successfully applied in other livestock species
cannot always be directly transferred to goats without considering these species-specific
interactions (Xu et al., 2009; Bodu et al., 2025).

In addition to these biochemical interactions, spermatozoa are highly specialised
cells characterised by a plasma membrane rich in polyunsaturated fatty acids, which

contributes to the membrane fluidity required for normal sperm function but simultaneously
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increases susceptibility to oxidative and temperature-induced damage. During cooling,
alterations in membrane lipid organisation may induce cold shock, leading to changes
in membrane permeability, disruption of ion homeostasis and impairment of membrane-
associated processes essential for sperm function. These structural alterations may
ultimately contribute to reduced mitochondrial activity and progressive loss of sperm
motility (Bodu et al., 2025).

Oxidative stress constitutes another major factor limiting semen preservation.
Although spermatozoa physiologically produce low concentrations of reactive oxygen
species (ROS), excessive ROS generation during storage may overwhelm antioxidant
defence mechanisms and promote lipid peroxidation, protein oxidation and DNA damage.
Because mature spermatozoa possess limited cytoplasmic antioxidant capacity and
restricted repair mechanisms, oxidative damage may accumulate during preservation,
ultimately compromising membrane integrity, mitochondrial function and fertilising
competence (Bodu et al., 2025; Kumar et al., 2025).

Mitochondrial dysfunction plays a central role in this process. The sperm
midpiece contains numerous mitochondria involved in oxidative phosphorylation
and ATP production required to sustain sperm movement. During liquid storage,
progressive mitochondrial dysfunction may reduce energy availability and contribute
to the deterioration of sperm motility and functional competence. In goat spermatozoa,
prolonged liquid storage has been associated with a time-dependent decline in motility,
decreased mitochondrial membrane potential and increased ROS production and
mitochondria-dependent apoptosis (Liu et al., 2019). Similarly, refrigerated storage has
been associated with deterioration of mitochondrial membrane potential and sperm
motility as storage time increases (Sadeghi et al, 2020). Preserving mitochondrial
function and limiting oxidative damage therefore represent important objectives in the
development of semen preservation strategies.

Beyond simple motility assessment, refrigeration also affects several sperm
attributes directly associated with fertilisation. Membrane destabilisation, premature
capacitation-like changes, acrosomal damage and alterations in chromatin stability
may all occur during storage, even when conventional motility remains apparently
acceptable. Consequently, evaluating semen quality exclusively through total motility may
underestimate the extent of subcellular damage accumulated during preservation. For
this reason, increasing attention has been directed towards complementary assessments
including membrane integrity, mitochondrial activity, oxidative stress biomarkers,
DNA fragmentation and computer-assisted sperm analysis (CASA), providing a more

comprehensive evaluation of sperm functionality (Dorado et al., 2010).
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Sperm quality may also be influenced during the early post-collection period,
even before prolonged storage becomes relevant. Hahn et al. (2019) demonstrated that
both temperature and time elapsed after collection affected several quality parameters
in undiluted buck semen, highlighting the importance of controlling pre-processing
conditions when designing semen preservation protocols. The duration of refrigerated
storage further influences the rate of sperm deterioration. Previous studies have
consistently demonstrated progressive declines in sperm quality, including motility and
kinematic parameters, as storage time increases, although the magnitude of these
changes depends on factors such as storage temperature, extender composition,
sperm concentration and semen processing conditions. Xu et al. (2009) demonstrated
that the preservation of buck sperm during liquid storage was strongly influenced by
storage temperature and extender formulation, with chemically defined media supporting
prolonged sperm survival at 5 °C. Similarly, Sadeghi et al. (2020) reported progressive
deterioration of sperm motility, kinematics and mitochondrial function during refrigerated
storage, with better preservation at 5 °C than at 17 °C. Together, these findings reinforce
the concept that successful liquid semen preservation requires an integrated approach
combining appropriate storage conditions with effective biochemical protection (Xu et al.,
2009; Sadeghi et al., 2020).

Collectively, these physiological and biochemical constraints explain why
maintaining high-quality refrigerated buck semen remains considerably more challenging
thanin several other domestic species. They also justify the continuous search forimproved
extender formulations capable of protecting spermatozoa against cold shock, oxidative
stress and membrane destabilisation while preserving their fertilising potential throughout
storage. Consequently, the development of increasingly efficient semen extenders has
become one of the principal research priorities in caprine reproductive biotechnology,

leading to the progressive evolution of preservation media over recent decades.

1.3. EVOLUTION OF SEMEN EXTENDERS FOR GOAT SEMEN PRESERVATION

The successful preservation of buck semen depends largely on the ability of
semen extenders to maintain sperm viability and functionality throughout storage. Beyond
their role as simple dilution media, modern extenders constitute highly specialised
preservation systems designed to protect spermatozoa against cold shock, osmotic
stress, oxidative damage and microbial contamination while providing an appropriate
biochemical environment to sustain cellular metabolism. Consequently, the development

of semen extenders has evolved considerably over the last decades, progressing
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from relatively simple formulations to increasingly sophisticated media incorporating
chemically defined components and functional additives (Xu et al, 2009; Bodu et al,,
2025; Sharma et al., 2025).

The principal objectives of a semen extender are to provide osmotic and pH
stability, supply energy substrates for sperm metabolism, protect plasma membranes
during cooling, reduce oxidative damage and inhibit bacterial proliferation during storage.
To achieve these functions, extenders generally contain buffering agents, sugars, cryo-
or membrane-protective substances, antibiotics and, in many formulations, biological
components capable of stabilising membrane phospholipids (Xu et al., 2009).

Historically, Tris-based extenders supplemented with egg yolk became the
reference medium for buck semen preservation due to their capacity to maintain sperm
motility and viability during both refrigeration and cryopreservation. Egg yolk provides low-
density lipoproteins and phospholipids that interact with the sperm plasma membrane,
reducing cold shock and stabilising membrane architecture during temperature decline.
Similarly, skimmed milk-based extenders have been extensively used because milk
proteins exert protective effects on sperm membranes while simultaneously buffering
changes in pH and osmotic pressure (Xu et al., 2009).

Despite their widespread use, extenders containing egg yolk or milk present
important limitations in goats. As previously discussed, phospholipase A and related
lipases secreted by the bulbourethral glands hydrolyse phospholipids present in these
biological components, generating toxic metabolites that negatively affect sperm survival.
Consequently, procedures such as seminal plasma removal by centrifugation or the
development of alternative extender formulations have become common strategies to
minimise these detrimental interactions (Xu et al., 2009; Neila-Montero et al., 2022).

The removal of seminal plasma before semen dilution has therefore received
considerable attention as a means of reducing lipase-mediated damage while preserving
the beneficial effects of conventional extenders. Optimised centrifugation protocols have
demonstrated that high sperm recovery can be achieved without compromising sperm
quality when appropriate centrifugal forces and durations are applied. Although these
approaches increase laboratory processing time, they have contributed substantially to
improving semen preservation in small ruminants and remain routinely employed in many
artificial insemination centres (Neila-Montero et al., 2022).

During the last decade, growing concerns regarding the sanitary risks,
compositional variability and batch-to-batch inconsistency associated with animal-derived

products have stimulated the development of alternative extenders based on plant-derived
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phospholipids. Soybean lecithin has emerged as one of the most extensively investigated
substitutes for egg yolk, offering improved standardisation while eliminating the potential
risk of pathogen transmission associated with biological ingredients. Several studies have
demonstrated that lecithin-based extenders are capable of maintaining satisfactory sperm
motility and membrane integrity during refrigerated storage, although their effectiveness
may vary according to formulation and storage conditions (Xu et al., 2009).

Research has also increasingly focused on the incorporation of functional additives
designed to mitigate oxidative stress and enhance sperm longevity. Antioxidants such as
resveratrol, glutathione, melatonin, vitamins C and E, cysteine and N-acetylcysteine have
been evaluated with the aim of limiting reactive oxygen species production and protecting
membrane lipids against peroxidative damage. Although improvements in selected sperm
quality parameters have frequently been reported, results remain variable depending on
antioxidant concentration, storage duration and semen processing protocols, indicating
that no universal formulation has yet been established (Bodu et al., 2025).

Beyond antioxidants, innovative strategies involving natural bioactive compounds
have recently attracted increasing scientific interest. Thiangthientham et al. (2024), for
example, demonstrated that sesame oil could partially replace egg yolk in buck semen
extenders while maintaining acceptable sperm quality during preservation, highlighting
the potential of plant-derived lipid sources as membrane protectants. Likewise, Alcay et
al. (2020) investigated lecithin-based extenders supplemented with rainbow trout seminal
plasma, reporting encouraging results for post-thaw sperm quality and suggesting that
biologically active molecules from alternative sources may contribute to improving
sperm protection during preservation. These studies illustrate the continuous search
for novel extender formulations capable of combining biological efficacy with improved
standardisation and biosafety (Alcay et al., 2020; Thiangthientham et al., 2024). More
recently, Kumar et al. (2025) reported that supplementation of a Tris-based extender with
rosemary aqueous extract or sericin improved several post-thaw quality parameters in
Pantja buck semen, including sperm functional characteristics and antioxidant status.
These findings further illustrate the growing interest in incorporating functional bioactive
compounds into semen extenders to mitigate oxidative damage during preservation.

Parallel advances in analytical technologies have substantially improved the
evaluation of extender performance. Computer-assisted sperm analysis (CASA) systems
now provide objective measurements of sperm kinematics, including velocity parameters,
trajectory descriptors and sperm subpopulation analyses that extend far beyond

conventional assessments of total and progressive matility. In goats, CASA has facilitated

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 13 m



the identification of distinct motile sperm subpopulations associated with differences in
fertilising potential, thereby allowing a more detailed comparison of preservation media
and storage protocols (Dorado et al., 2010). Consequently, modern extender development
increasingly relies not only on maintaining sperm survival but also on preserving specific
kinematic patterns considered essential for optimal reproductive performance.

Despite these important advances, no consensus has yet been reached regarding
the optimal formulation for refrigerated buck semen. Most commercially available
extenders continue to represent modifications of traditional Tris-, milk- or lecithin-based
media, and their effectiveness remains strongly influenced by individual male variability,
storage temperature and semen handling procedures. Furthermore, relatively few
chemically defined extenders have been specifically developed for goats, contrasting
with the extensive commercial innovation observed in other domestic species, particularly
horses (Bodu et al., 2025).

This disparity suggests that significant opportunities may exist for transferring
preservation technologies successfully developed in other species to caprine
reproduction. Indeed, while goat semen preservation has primarily focused on refining
conventional formulations, equine reproductive biotechnology has undergone remarkable
progress through the development of highly specialised commercial extenders specifically
designed to maximise sperm longevity during refrigerated storage. Understanding these
advances may therefore provide valuable insights for identifying alternative preservation
strategies applicable to buck semen.

Although extender development has traditionally focused on improving post-
storage sperm motility, current formulations are increasingly designed to preserve multiple
aspects of sperm functionality, including membrane integrity, mitochondrial activity and

oxidative balance.

14. LESSONS FROM EQUINE REPRODUCTION: DEVELOPMENT OF ADVANCED
COMMERCIAL EXTENDERS

Compared with caprine reproduction, the preservation of chilled stallion semen has
undergone a remarkably rapid technological evolution over the last three decades. The
widespread implementation of artificial insemination in the equine industry, together with
the high genetic and economic value of breeding stallions and the increasing international
exchange of fresh and chilled semen, has stimulated the development of specialised
preservation media capable of maintaining sperm quality for extended periods. As a

consequence, equine reproduction currently benefits from a broad range of commercially
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available semen extenders whose composition has been progressively refined through
both experimental research and field validation (Reckova et al., 2022; Brito et al., 2025).

One of the milestones in this evolution was the introduction of INRA96®, a skim
milk-based extender originally developed by the French National Institute for Agricultural
Research (INRA). Owing to its buffering capacity, membrane-protective properties
and reproducible performance, INRA96® rapidly became one of the most widely used
extenders for refrigerated stallion semen and has frequently served as the reference
medium against which newly developed formulations are compared. Numerous studies
have demonstrated its ability to maintain acceptable sperm motility and fertility during
short-term storage, establishing it as a benchmark in equine semen preservation (Reckova
et al.,, 2022; Brito et al., 2025).

The continuous demand for longer storage periods and improved reproductive
outcomes subsequently promoted the commercial development of additional extenders,
including EquiPlus®, BotuSemen Gold® and several proprietary formulations specifically
designed to optimise sperm survival during transport. Comparative studies have shown
that these extenders differ in their ability to preserve motility, membrane integrity and
sperm kinematics during refrigeration, highlighting that extender composition remains
one of the principal determinants of post-storage semen quality. Re¢kova et al. (2022), for
example, compared four commercially available extenders and demonstrated significant
differences in sperm quality throughout refrigerated storage, emphasising that extender
selection should be considered a critical component of semen preservation protocols
rather than a merely technical decision.

More recently, research has shifted towards the development of chemically defined
extenders, representing a new generation of preservation media designed to minimise
the variability associated with biological ingredients while improving standardisation,
biosafety and reproducibility. These formulations avoid the use of animal-derived
components whenever possible and instead rely on carefully selected synthetic or highly
purified compounds capable of maintaining membrane stability, cellular metabolism and
osmotic balance during prolonged storage. This strategy not only reduces batch-to-batch
variation but also facilitates quality control and decreases the potential risk of pathogen
transmission associated with traditional biological supplements (Brito et al., 2025).

Among these next-generation formulations, Beyond® represents one of the most
recent commercially available chemically defined extenders developed for the liquid
storage of stallion semen. Unlike traditional extenders containing animal-derived biological

components, Beyond® is based on a chemically defined formulation designed to minimise
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batch-to-batch variability while improving standardisation, biosafety and reproducibility.
Brito et al. (2025) reported that this extender effectively maintained sperm quality during
prolonged refrigerated storage, providing reproductive outcomes comparable to, or under
certain conditions superior to, those achieved with conventional commercial extenders.
Importantly, the authors emphasised not only its ability to preserve sperm longevity but
also the advantages associated with eliminating undefined biological ingredients, thereby
facilitating greater consistency between production batches. The development of these
advanced preservation systems illustrates how sustained research investment in equine
reproduction has generated highly specialised extender technologies that may have
applications beyond the species for which they were originally designed.

The remarkable progress achieved in equine semen preservation contrasts with
the comparatively limited availability of commercially specialised extenders for goats. While
caprine research has primarily focused on modifying traditional Tris-, milk- or lecithin-
based formulations through the incorporation of antioxidants or alternative lipid sources,
relatively few studies have explored the direct application of preservation technologies
originally developed in other domestic species. Consequently, the commercial innovation
observed in equine reproduction has not yet been fully translated into caprine reproductive
biotechnology (Bodu et al., 2025).

Nevertheless, the concept of the cross-species application of semen preservation
technologies has gained increasing scientific interest. A representative example is
provided by Cavalcanti et al. (2023), who evaluated the equine extender INRA96® for
short-term canine semen preservation and demonstrated that it successfully maintained
sperm quality when compared with conventional canine extenders. Although species-
specific physiological differences must always be considered, this study supports the
broader concept that preservation technologies developed for one species may provide
valuable alternatives for others when the underlying mechanisms of sperm protection
are conserved.

From a biological perspective, semen extenders are designed to preserve
fundamental cellular structures and metabolic pathways that are largely shared
among mammalian spermatozoa. Although species-specific differences undoubtedly
exist regarding seminal plasma composition, membrane lipid organisation and sperm
metabolism, the principal mechanisms responsible for protecting sperm cells against cold
shock, oxidative stress and osmotic imbalance are common across domestic species.
Consequently, evaluating extenders outside the species for which they were originally
developed should not be regarded as an empirical approach but rather as a rational

strategy based on conserved principles of sperm physiology and preservation biology.
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Within this context, assessing an equine chemically defined extender for the
preservation of refrigerated buck semen represents a logical continuation of current
research trends in reproductive biotechnology. Rather than attempting to develop
entirely new formulations, adapting technologies that have already undergone extensive
optimisation in another domestic species may accelerate innovation while reducing both
development time and experimental costs. This approach is particularly attractive for
caprine reproduction, where commercially available extender options remain relatively

limited despite the growing demand for efficient semen preservation protocols.

1.5. KNOWLEDGE GAP, STUDY RATIONALE AND OBJECTIVES

Despite the substantial progress achieved in the preservation of chilled buck
semen, current preservation strategies continue to rely predominantly on adaptations of
conventional extender formulations. Although numerous modifications involving alternative
lipid sources, antioxidants and chemically defined additives have improved specific sperm
quality parameters, the number of commercially available extenders specifically developed
for caprine semen remains limited. Consequently, identifying preservation strategies
capable of extending sperm longevity while maintaining functional competence continues
to represent one of the principal challenges in caprine reproductive biotechnology (Xu et
al., 2009; Bodu et al., 2025).

Conversely, equine reproduction has benefited from decades of continuous
investment in the optimisation of semen preservation technologies, resulting in the
development of several commercially available extenders specifically designed for
refrigerated storage. Comparative studies have demonstrated that these extenders differ
in their ability to maintain sperm motility, membrane integrity and fertility, while recent
chemically defined formulations have further improved standardisation, biosafety and
storage performance (Reckova et al., 2022; Brito et al., 2025). These advances raise the
possibility that technologies successfully validated in stallion semen could also contribute
to improving semen preservation in other domestic species.

The concept of technology transfer between species has gained increasing
attention within reproductive biotechnology. Rather than developing entirely new
formulations for each species, evaluating extenders that have already demonstrated
efficacy under comparable preservation conditions may accelerate innovation while
reducing development time and costs. Evidence supporting this approach has already
been reported in canine reproduction, where the equine extender INRA96® successfully

preserved sperm quality during short-term storage (Cavalcanti et al., 2023). However,
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similar studies remain scarce in goats, particularly regarding the evaluation of modern
chemically defined extenders.

Based on this rationale, the present study investigated the suitability of Beyond®,
a chemically defined semen extender originally developed for chilled stallion semen,
for the refrigerated preservation of semen collected from Florida and Verata bucks.
Sperm quality was evaluated during refrigerated storage using conventional semen
quality parameters together with computer-assisted sperm analysis (CASA), allowing a
comprehensive assessment of sperm motility and kinematic characteristics over time.
By exploring the cross-species application of an equine semen preservation technology
to caprine reproduction, this study aims to contribute to the development of more
efficient, standardised and commercially applicable protocols for refrigerated buck

semen preservation.

2. MATERIALS AND METHODS
21. EXPERIMENTAL DESIGN

This prospective experimental study was designed to evaluate the ability of a
chemically defined equine semen extender to preserve the quality of refrigerated buck
semen during liquid storage. Semen quality was monitored over a storage period of 96 h
using conventional and computer-assisted sperm analysis (CASA) parameters in order to
characterise sperm longevity under refrigerated conditions.

Unlike previous preliminary analyses, the present study focused exclusively on
refrigerated semen preservation under controlled laboratory conditions. Comparisons
involving different transport systems or frozen semen were intentionally excluded to
allow a more robust evaluation of the preservation capacity of the extender during liquid
storage. Furthermore, semen samples obtained from Florida and Verata bucks were
analysed separately in order to investigate the response of two Spanish autochthonous
breeds representing different productive and genetic backgrounds.

Each ejaculate obtained during the study was considered an independent
experimental observation, regardless of whether repeated ejaculates originated from the
same male on different collection dates. This approach reflects routine semen production
in artificial insemination centres, where ejaculates collected at different times are
processed independently for artificial insemination.

Sperm quality was evaluated immediately after semen processing (0 h) and after
24,48, 72 and 96 h of storage at 5 °C. These time points were selected to characterise

the progressive decline in sperm quality throughout refrigerated storage and to
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determine the capacity of the extender to maintain sperm functionality over an extended

preservation period.

2.2. ANIMALS AND SEMEN COLLECTION

The study was conducted at the Centro de Seleccion y Reproduccion Animal
(CENSYRA, Badajoz, Spain) during the breeding season using sexually mature bucks
routinely included in the artificial insemination programme. Animals belonged to the Florida
and Verata breeds and were managed according to the standard husbandry practices
established at the centre, including housing, nutrition and health monitoring.

A total of 30 ejaculates obtained from 11 adult bucks (7 Florida and 4 Verata) were
included in the study. Because ejaculates were collected on different dates throughout
the breeding season, each ejaculate was considered an independent experimental unit.

Semen was collected using an artificial vagina in the presence of an oestrous
teaser female by experienced technicians following the routine collection procedures
implemented at CENSYRA. Immediately after collection, ejaculates were subjected to
a standard macroscopic and microscopic evaluation to determine their suitability for
processing.

Only ejaculates fulfilling the minimum quality requirements routinely established
by the centre for artificial insemination processing were included in the study. Initial
semen evaluation included ejaculate volume, sperm concentration, mass motility and
individual motility. Ejaculates presenting abnormalities or insufficient seminal quality were
excluded before semen processing.

Because semen production in artificial insemination centres is performed on a
routine basis throughout the breeding season, individual bucks contributed more than
one ejaculate during the study period. Consequently, each ejaculate represented an

independent experimental unit corresponding to a different collection event.

2.3. SEMEN PROCESSING AND REFRIGERATED STORAGE

Following the initial semen evaluation, ejaculates meeting the quality criteria
established for processing were diluted using Beyond® (Minitube, Tiefenbach, Germany), a
chemically defined semen extender originally developed for the refrigerated preservation
of stallion semen. Semen processing was performed according to the manufacturer’s
recommendations to obtain the final insemination doses used throughout the experiment.

After dilution, semen samples were gradually cooled to 5 °C and maintained under

refrigerated conditions for a total period of 96 h. Refrigeration was performed under
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controlled laboratory conditions to minimise temperature fluctuations throughout storage.
This experimental design allowed the evaluation of sperm longevity under standardised
refrigeration conditions while eliminating potential confounding factors associated with
transport or different cooling systems.

Sperm quality was evaluated immediately after semen processing (0 h) and after
24, 48, 72 and 96 h of refrigerated storage. These evaluation times were selected to
characterise the progressive effects of liquid preservation on sperm function and to
determine the ability of the extender to maintain sperm quality throughout an extended
storage period.

Throughout the experiment, all semen samples were processed using identical
laboratory procedures and storage conditions in order to ensure that any observed
changes in sperm quality were attributable to storage duration rather than differences
in sample handling. Before refrigerated storage, semen samples were diluted to the
concentration routinely used for artificial insemination doses at CENSYRA. The same
processing protocol, extender concentration and storage conditions were applied
to all ejaculates throughout the experiment to ensure methodological consistency

between samples.

2.4. SPERM QUALITY ASSESSMENT

Sperm quality was evaluated immediately after semen processing (0 h) and
after 24, 48, 72 and 96 h of refrigerated storage at 5 °C. The assessment included
both conventional seminal evaluation and computer-assisted sperm analysis (CASA) to
characterise sperm longevity throughout the storage period. Immediately after semen
collection, ejaculate volume, sperm concentration, mass motility (MM) and individual
motility (IM) were determined as part of the routine quality control procedures performed
before semen processing. Only ejaculates fulfilling the minimum quality standards
established by the artificial insemination centre were included in the study.

Computer-assisted sperm analysis (CASA) was performed using the Integrated
Semen Analysis System (ISAS®, Proiser R+D S.L., Paterna, Spain). Before analysis, semen
samples were gently homogenised and equilibrated at 37 °C. An aliquot of diluted semen
was loaded into a pre-warmed counting chamber, and sperm movement was recorded
following the standard operating procedures routinely implemented at CENSYRA. The
evaluated CASA parameters included the proportion of rapid progressive spermatozoa
(calculated as the number of rapid progressive spermatozoa divided by the sum of rapid

progressive and static spermatozoa), curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity
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(VSL) and average path velocity (VAP). Rapid progressive spermatozoa were classified
according to the default thresholds defined in the ISAS® software configuration used
at CENSYRA. These parameters were selected because they provide complementary
information on sperm motility and kinematic performance and are widely recognised as
reliable indicators of sperm quality and functionality during refrigerated storage, allowing
a comprehensive assessment of sperm longevity under liquid preservation conditions
(Sadeghi et al., 2020; lusupova et al., 2022).

2.5. STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analyses were performed using Jamovi (The Jamovi Project, Sydney,
Australia). Each ejaculate was considered an independent experimental observation.
Repeated measurements obtained from the same ejaculate throughout refrigerated
storage were analysed using linear mixed-effects models (LMMs) to account for the
correlation between observations over time. Breed (Florida and Verata), storage time (0,
24, 48,72 and 96 h) and their interaction were included as fixed effects, whereas ejaculate
was included as a random effect.

Data distribution was assessed using the Shapiro-Wilk test and homogeneity
of variances using Levene’s test. Percentage data were analysed after arcsine square-
root transformation when appropriate. Descriptive statistics are presented as mean +
standard error of the mean (SEM). Whenever significant effects were detected, pairwise
comparisons were performed using Tukey’s post hoc test. Statistical significance was
established at P < 0.05.

3. RESULTS
31, INITIAL SEMEN QUALITY

A total of 30 ejaculates obtained from 11 adult bucks (7 Florida and 4 Verata) fulfilled
the inclusion criteria and were included in the study. The initial seminal characteristics of
both breeds are summarised in Table 1.

Florida bucks produced a significantly greater ejaculate volume than Verata
bucks (P = 0.030), whereas no significant differences between breeds were detected
for sperm concentration, mass motility or individual motility (P > 0.05). Overall,
ejaculates from both breeds exhibited satisfactory seminal quality before dilution
and were considered suitable for subsequent refrigerated storage and sperm quality

assessment.
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Table 1. Initial seminal characteristics of Florida and Verata bucks before semen processing and refrigerated storage.

Parameter Florida (n = 17 |Verata (n = 13 | P-value
ejaculates) ejaculates)

Ejaculate volume (mL) 097 + 014 0.61+ 0.09 0.030

Sperm concentration (x10€ | 6199.41 + 326.53 6849.92 + 29158 0148

sperm/mL)

Mass motility (0-5) 4.31+ 0.07 4.31+ 0.07 0.980

Individual motility 0.82 + 0.01 0.83 + 0.01 0.864

Table 1: Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). The experimental unit was the ejaculate.
Ejaculate volume, mass motility and individual motility were compared between breeds using the Mann-Whitney U
test because their distributions departed from normality. Sperm concentration was analysed using an independent-
samples Student’s t-test. Statistical significance was established at P < 0.05.

3.2. EFFECT OF REFRIGERATED STORAGE ON THE PROPORTION OF RAPID
PROGRESSIVE SPERMATOZOA

The proportion of rapid progressive spermatozoa was significantly affected by
refrigerated storage time (P < 0.001), whereas breed had no significant overall effect
(P = 0.592). Although the breed x storage time interaction approached statistical
significance (P = 0.058), it did not reach the predefined significance threshold,
indicating a similar temporal response in both breeds. Both breeds exhibited the
highest proportion of rapid progressive spermatozoa immediately after semen
processing. In Florida ejaculates, this proportion decreased from 92.49 + 1.86% at O
h to 82.88 + 3.93% after 24 h and subsequently remained relatively stable until 96 h.
Verata ejaculates showed a more gradual decline, reaching 77.08 + 3.89% at the end

of the storage period (Table 2).

Table 2. Percentage of rapid progressive spermatozoa during refrigerated storage in Florida and Verata bucks.

Storage time (h) Florida (n = 17 ejaculates) Verata (n = 13 ejaculates)
(o) 92.49 + 1.86 91.75 + 114
24 82.88 + 3.93 88.22 +1.67
48 83.47 + 3.08 84.61+ 2.63
72 83.67 + 3.56 8245 + 213
96 83.54 + 3.84 77.08 + 3.89

Table 2. Percentage of rapid progressive spermatozoain semen from Florida and Verata bucks during refrigerated
storage. Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). Percentages were calculated for
each ejaculate as the number of rapid progressive spermatozoa divided by the sum of rapid progressive and
static spermatozoa, multiplied by 100. The effect of breed, storage time and their interaction was evaluated
using linear mixed-effects model (LMM) applied to arcsine square-root-transformed proportions, with ejaculate
included as a random effect to account for repeated measurements over time. Statistical significance was
established at P < 0.05.
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3.3. CHANGES IN SPERM VELOCITY PARAMETERS DURING REFRIGERATED
STORAGE

The sperm velocity parameters were significantly affected by refrigerated storage
time (all P < 0.001), whereas no significant overall effect of breed was detected for VCL (P
=0.080), VSL (P = 0.523) or VAP (P = 0.352). Likewise, no significant breed x storage time
interaction was observed for any of the evaluated kinematic parameters (VCL: P = 0.661;
VSL: P = 0.257; VAP: P = 0.604). Curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL) and
average path velocity (VAP) showed a progressive decline throughout the 96 h storage

period, indicating a gradual deterioration in sperm movement during liquid preservation.

Table 3. Sperm velocity parameters during refrigerated storage in Florida and Verata bucks.

Storage time (h) Breed VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Florida 155.66 + 5.26 113.85 + 4.82 131.50 £ 5.55
° Verata 14215 + 6.02 109.44 + 529 123.88 + 6.42
Florida | 136.55 + 3.33 101.90 + 2.41 117.83 + 3.46
24 Verata 126.82 + 4.51 98.53 + 345 111.07 + 4.36
Florida 129.95 + 313 88.28 £ 2.52 106.52 £ 2.97
48 Verata 120.87 + 3.38 78.56 + 445 95.30 + 443
o Florida 130.80 + 3.46 7734 £ 245 101.50 + 2.71
Verata 124.48 + 2.66 67.38 + 4.57 88.05 + 4.81
Florida | 13174 + 3.43 69.66 + 2.57 93.89 + 2.32
96 Verata 128.22 + 3.09 54.82 + 3.91 81.75 +3.85
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Table 3: Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). VCL, curvilinear velocity; VSL, straight-
line velocity; VAP, average path velocity. The experimental unit was the ejaculate. The effects of breed, storage time
and their interaction were analysed using a linear mixed-effects model (LMM), with ejaculate included as a random
effect to account for repeated measurements over time. Statistical significance was established at P < 0.05.

4. DISCUSSION

41. REFRIGERATED SEMEN PRESERVATION REMAINS A MAJOR CHALLENGE IN
CAPRINE REPRODUCTION

Artificial insemination using refrigerated semen represents one of the most
practical reproductive technologies for genetic dissemination in goats, particularly
within breeding programmes based on native or endangered breeds. Compared
with cryopreservation, chilled semen avoids many of the structural and functional
alterations associated with freezing and thawing, while reducing processing costs and
simplifying semen handling under field conditions. Nevertheless, maintaining sperm

quality during liquid storage continues to be one of the principal limitations affecting
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the widespread application of this technology in caprine reproduction (Leboeuf et al.,
2000; Xu et al.,, 2009).

The present study confirmed that refrigerated storage progressively
compromises sperm quality over time, as reflected by the reduction in the proportion of
rapid progressive spermatozoa and by the deterioration of sperm kinematic parameters.
These findings agree with previous reports describing time-dependent declines in sperm
motility and velocity during chilled storage of buck semen (Xu et al., 2009; Batista et al.,
2011; Sadeghi et al., 2020; lusupova et al., 2022). Such deterioration has been associated
with the cumulative effects of membrane destabilisation, oxidative stress, mitochondrial
dysfunction and progressive impairment of cellular energy metabolism, all of which may
reduce the capacity of spermatozoa to maintain vigorous forward movement during
prolonged liquid storage (Liu et al., 2019; Sadeghi et al., 2020).

An interesting observation in the present study was that the greatest reduction
in the proportion of rapid progressive spermatozoa occurred during the early stages of
storage, whereas subsequent changes were comparatively less pronounced. This pattern
suggests that the initial cooling phase may represent the period of greatest physiological
stress for buck spermatozoa, after which the surviving population appears to remain
relatively stable under refrigerated conditions. Similar trends have been reported in
previous studies evaluating liquid preservation of caprine semen and emphasise the
importance of optimising both cooling protocols and extender composition to minimise
early sperm damage (Batista et al., 2011; lusupova et al., 2022).

Although storage time exerted a marked influence on sperm quality, breed had
only a limited effect on most evaluated variables. Previous studies have shown that
biological factors such as season, endocrine status and ejaculate characteristics may also
influence semen quality and preservation capacity in bucks (Gallego-Calvo et al., 2015).
Nevertheless, under the experimental conditions of the present study, the response to
refrigerated preservation was largely determined by storage duration rather than breed-
related differences. Nevertheless, individual variability among ejaculates remains an
important source of biological variation in semen preservation studies and should always
be considered when interpreting the results of reproductive biotechnologies.

Overall, the present findings reinforce the concept that extending the functional
lifespan of refrigerated buck semen remains a priority for improving the efficiency of
artificial insemination programmes. Rather than focusing exclusively on preventing
sperm death, modern preservation strategies should aim to maintain sperm functionality
throughout storage, particularly those characteristics most closely associated with

fertilising capacity, such as progressive movement and sperm kinematics.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 13 m



4.2. CHEMICALLY DEFINED EXTENDERS AND CROSS-SPECIES PRESERVATION
STRATEGIES: OPPORTUNITIES FOR CAPRINE SEMEN PRESERVATION

The continuous development of chemically defined semen extenders represents
one of the most important advances in reproductive biotechnology during the last decade.
Unlike conventional formulations containing biologically derived ingredients such as egg
yolk or skimmed milk, chemically defined extenders are designed to provide a controlled
and reproducible biochemical environment while minimising the variability associated
with animal-derived products. Besides improving batch-to-batch consistency, these
formulations reduce the sanitary risks linked to biological components and facilitate
quality control during commercial production (Brito et al., 2025).

These characteristics may be particularly advantageous for caprine semen
preservation. Goat seminal plasma contains phospholipase A and other lipolytic enzymes
secreted by the bulbourethral glands that readily hydrolyse phospholipids present in
egg yolk- and milk-based extenders, generating lysophospholipids and free fatty acids
that negatively affect sperm membranes and progressively impair sperm function
during storage (Xu et al., 2009). Consequently, the use of preservation media that avoid
undefined biological components may reduce these detrimental biochemical interactions
while providing a more stable extracellular environment for sperm survival.

Within this context, the chemically defined equine extender evaluated in
the present study maintained a remarkably high proportion of rapid progressive
spermatozoa throughout the 96 h storage period, with values remaining above 80% in
Florida bucks and close to this threshold in Verata bucks until the end of refrigeration.
Although direct comparisons among studies should be interpreted cautiously because
of differences in semen processing, CASA settings and preservation protocols, these
results compare favourably with previous reports of buck semen preserved under
refrigerated conditions using different extender formulations (Xu et al., 2009; Sadeghi
et al,, 2020; lusupova et al., 2022).

Importantly, the present findings should not be interpreted as evidence that
one commercial extender is universally superior to existing formulations. Rather, they
support the broader concept that chemically defined preservation systems originally
developed for another domestic species may provide effective protection for buck
spermatozoa when the fundamental mechanisms governing membrane stability,
osmotic regulation and cellular metabolism are conserved. This interpretation is
consistent with the growing interest in cross-species applications of reproductive

technologies and reinforces the concept that innovation in semen preservation may
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arise not only from developing entirely new formulations but also from the rational
adaptation of technologies that have already undergone extensive optimisation in other
species (Cavalcanti et al., 2023; Brito et al., 2025).

From a practical perspective, the use of chemically defined extenders also
offers advantages beyond sperm quality itself. Improved formulation standardisation,
greater reproducibility between production batches and the absence of animal-
derived components facilitate quality assurance and may contribute to more consistent
reproductive outcomes under routine field conditions. These aspects are increasingly
recognised as essential requirements for modern artificial insemination programmes,
particularly in breeding centres responsible for the large-scale production and distribution

of refrigerated semen doses.

4.3. BIOLOGICAL INTERPRETATION OF SPERM KINEMATICS DURING
REFRIGERATED STORAGE

Beyond the proportion of motile spermatozoa, sperm kinematic parameters
provide valuable information regarding the functional competence of sperm cells during
preservation. Computer-assisted sperm analysis (CASA) allows the objective evaluation
of different components of sperm movement, each reflecting distinct aspects of flagellar
activity and swimming behaviour that may be associated with fertilising potential (Dorado
et al., 2010; lusupova et al., 2022).

The present study demonstrated that refrigerated storage progressively affected
sperm kinematics, although the magnitude of deterioration differed among the evaluated
parameters. Curvilinear velocity (VCL) remained comparatively stable throughout storage,
whereas straight-line velocity (VSL) and average path velocity (VAP) exhibited a more
pronounced and continuous decline. This pattern suggests that refrigerated storage did
not immediately compromise the ability of spermatozoa to generate flagellar movement,
but rather progressively reduced the efficiency with which that movement was translated
into forward progression.

The differential response of these kinematic parameters provides additional
information on the functional consequences of prolonged refrigerated storage. Similar
alterations in sperm kinematics have been described in caprine semen during preservation.
Barbas et al. (2018) demonstrated that semen processing, cooling and cryopreservation
substantially modified sperm velocity, trajectory and the distribution of motile sperm
subpopulations in buck ejaculates. Although cryopreservation imposes a more severe

cellular challenge than refrigerated storage, these findings support the concept that

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 13 m



changes in sperm trajectory and kinematic organisation may provide sensitive indicators
of preservation-induced functional deterioration (Barbas et al., 2018).

From a physiological perspective, these findings are consistent with the
progressive cellular alterations known to occur during liquid storage. Mitochondrial
dysfunction and the associated impairment of cellular energy metabolism may
compromise flagellar activity and sperm movement before motility is completely
abolished. In buck semen, prolonged liquid storage has been associated with increased
oxidative stress, decreased mitochondrial membrane potential and progressive loss of
sperm motility (Liu et al., 2019), while refrigerated storage has also been shown to induce
time-dependent deterioration of mitochondrial function and sperm kinematics (Sadeghi
et al,, 2020). Consequently, the comparatively preserved VCL observed in the present
study alongside declining VSL and VAP may indicate that spermatozoa retain movement
activity while progressively losing the capacity to maintain an efficient forward trajectory.

This distinction may be biologically relevant because successful fertilisation
depends not only on sperm movement itself but also on the ability to maintain sustained
forward progression through the female reproductive tract. Therefore, reductions in VSL
and VAP may represent earlier indicators of functional deterioration than decreases in
total motility alone. These observations reinforce the importance of incorporating CASA-
derived kinematic parameters into semen preservation studies, as conventional motility
assessments may overlook subtle functional changes that precede complete loss of
sperm viability (Santolaria et al., 2015; lusupova et al., 2022; Nagata et al., 2018).

Interestingly, despite the progressive decline in kinematic parameters, no
significant effect of breed or breed x storage time interaction was detected. This suggests
that Florida and Verata bucks responded similarly to refrigerated preservation under the
conditions evaluated, indicating that storage time rather than genetic background was the
principal factor influencing sperm movement. Breed- and season-related differences in
semen characteristics have been reported in goats, including native Iberian breeds (Pérez
& Mateos, 1996; Gallego-Calvo et al., 2015; Barbas et al., 2024). However, Barbas et al.
(2024), analysing more than 1,000 ejaculates from four Portuguese native goat breeds,
showed that although breed and season influenced several ejaculate characteristics,
semen processing exerted a particularly marked effect on sperm quality. These
observations are consistent with the present findings, in which the effect of refrigerated
storage was considerably more pronounced than breed-related variability.

Overall, the kinematic profile observed in the present study indicates that

prolonged refrigeration progressively reduces sperm movement efficiency rather than
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immediately abolishing motility. This finding supports the concept that maintaining sperm
functionality during storage requires preservation strategies capable of protecting
not only membrane integrity but also the metabolic and biomechanical mechanisms
responsible for coordinated progressive movement (Sadeghi et al., 2020; Heydari et al.,
2021; Brito et al., 2025).

4.4. PRACTICAL IMPLICATIONS, STUDY LIMITATIONS AND FUTURE PERSPECTIVES

The ability to maintain acceptable sperm quality for several days under refrigerated
conditions may have important practical implications for goat breeding programmes.
Extended semen longevity could facilitate the transport of genetic material between
geographically distant farms, reduce the need for immediate insemination after semen
collection and improve the logistical flexibility of artificial insemination programmes.
These advantages may be particularly relevant for local and endangered breeds, where
the number of breeding males is limited and reproductive centres may be located far
from farms. In this context, reproductive biotechnologies based on semen preservation
can contribute to the sustainable management and dissemination of valuable genetic
resources (FAO, 2015; Leboeuf et al., 2000; Barbas et al., 2024).

The use of chemically defined extenders may provide additional advantages
in terms of standardisation, reproducibility and biosecurity. Conventional semen
extenders frequently contain biological components such as egg yolk or milk derivatives,
whose composition may vary between batches and which may introduce undesirable
biological variability. Chemically defined formulations offer greater control over extender
composition and may therefore facilitate the development of more reproducible semen
preservation protocols (Xu et al., 2009; Bodu et al., 2025). The successful application of
Beyond® in the present study further suggests that extender technologies developed
for one domestic species may potentially be adapted to others when the underlying
physiological requirements of sperm preservation are sufficiently compatible (Brito et al.,
2025; Cavalcanti et al., 2023; Reckova et al., 2022). In addition to compositional variability,
the microbiological consequences of semen processing should also be considered.
Mocé et al. (2023) demonstrated that dilution, refrigeration and subsequent storage of
buck semen at 4 °C substantially modified the seminal bacterial community, with the
extender itself contributing markedly to these changes. These findings further support
the interest in well-standardised extender formulations and highlight microbiological
stability as an additional aspect to consider when developing protocols for prolonged

liquid semen preservation.
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Nevertheless, several limitations of the present study should be acknowledged.
The number of animals and ejaculates evaluated was relatively limited, and the
experiment focused primarily on CASA-derived motility and kinematic parameters.
Although these variables provide valuable information on sperm functionality, they do not
fully characterise the cellular alterations that may occur during prolonged refrigerated
storage. Future studies should therefore incorporate complementary assessments of
plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane potential, oxidative
status, DNA integrity and other functional biomarkers to provide a more comprehensive
evaluation of sperm preservation.

Moreover, the present study evaluated semen quality in vitro, and the
maintenance of favourable motility and kinematic characteristics cannot by itself
demonstrate preserved fertilising capacity. Artificial insemination trials will therefore
be required to determine whether semen stored for extended periods in chemically
defined extenders retains acceptable fertility under field conditions. This distinction is
particularly relevant because CASA-derived parameters may contribute to the prediction
of sperm functionality and fertility, but they should not be considered substitutes for
reproductive outcomes (Santolaria et al., 2015; Nagata et al., 2018). Importantly, the
practical relevance of refrigerated buck semen has been demonstrated under field
conditions, as semen doses maintained at 4 °C can retain adequate in vitro quality and
in vivo fertility when appropriate cooling procedures are applied (Mocé et al., 2020).

Future studies should also investigate the influence of factors such as sperm
concentration, individual male variability, season and reproductive status on the
response of buck semen to chemically defined extenders. Seasonal variation has
been shown to affect semen characteristics and preservation responses in goats
(Gallego-Calvo et al., 2015; Barbas et al., 2024), while sperm concentration and storage
conditions may substantially influence the success of liquid preservation (Sadeghi et al.,
2020). Evaluating these factors in larger populations and across different breeds would
help determine the robustness and general applicability of the preservation strategy
described here.

Overall, the present findings provide a basis for further optimisation of chemically
defined extenders for prolonged liquid storage of buck semen. Combining extended
refrigerated preservation with comprehensive sperm functional assessment and
subsequent fertility trials may contribute to the development of practical, standardised
and reproducible protocols for artificial insemination and genetic resource conservation

in goats.
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5. CONCLUSION

The present study provides evidence that refrigerated storage progressively
affects sperm motility and kinematic characteristics in buck semen, with storage time
representing the principal factor influencing sperm quality under the evaluated conditions.
Despite this time-dependent deterioration, the chemically defined extender assessed in
the present study preserved a high proportion of rapid progressive spermatozoa together
with favourable sperm kinematic characteristics throughout 96 h of refrigerated storage,
indicating its suitability for extended liquid semen preservation.

Importantly, the limited influence of breed on the evaluated parameters suggests
that the preservation strategy exerted a greater impact on sperm quality than breed-
related variability under the experimental conditions of this study. These findings reinforce
the concept that the efficiency of semen preservation depends not only on maintaining
sperm viability but also on preserving the functional characteristics of sperm movement
that are essential for fertilisation.

Beyond the evaluation of a single commercial formulation, the present work
supports a broader scientific concept: preservation technologies successfully developed
for one domestic species may also prove effective in another when the physiological
mechanisms underlying sperm survival are shared. Rather than focusing exclusively on
the development of new extenders for each livestock species, the rational evaluation and
adaptation of existing preservation technologies may constitute a scientifically robust,
economically sustainable and rapidly applicable strategy for improving refrigerated
semen preservation.

Future studies should integrate advanced sperm functional biomarkers, including
plasma membrane integrity, mitochondrial function, oxidative status and DNA integrity,
together with in vivo fertility trials, to determine whether the preservation of sperm quality
observed during refrigeration ultimately translates into improved reproductive performance
under field conditions. Such investigations will contribute to optimising semen preservation
protocols and further establish the value of cross-species technological transfer as an

innovative approach in animal reproductive biotechnology.
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RESUMEN: Se describe la presentacion
clinica y los hallazgos post mortem de
una hembra adulta de Coendou rufescens
rescatada en una construccion del municipio
de Rionegro, Antioquia, Colombia. El ejemplar
ingres6 con depresion, docilidad inusual,
condicion corporal disminuida, hipotermia,
mucosas palidas y secas, ausencia de
acicalamiento, dolor abdominal, prueba de
sucusion positiva, secrecion perivulvar y una
proliferacion coérnea en el tercer dedo del
miembro anterior izquierdo. EI hemograma
revel6 anemia seevera microcitica e
hipocrémica, leucocitosis con neutrofilia
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y trombocitosis marcada; la quimica sérica evidencié aumento de las actividades de
alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa. Se instauraron fluidoterapia,
soporte nutricional, antibioticoterapia con amikacina y nutracéuticos. Aunque presento
mejoria aparente durante las primeras 72 horas, murio al cuarto dia. En la necropsia
se encontré efusion abdominal turbia con fibrina y una lesién de aspecto ulcerativo en
la primera porcion del duodeno. Histologicamente se observaron ulceracion duodenal
transmural con compromiso de la serosa, gastroenteritis linfoplasmocitaria grave,
colonias bacterianas en la serosa intestinal, lipidosis y congestion hepaticas, nefrosis
con trombosis glomerular, y edema, hemorragia y enfisema pulmonares. La lesién digital
correspondio a una masa de queratina compacta, densa y ortoqueratotica compatible
con callo corneo. La integracion de los hallazgos sustento peritonitis séptica secundaria
a una lesién gastrointestinal grave, acompafada de lesiones multiorganicas. La
proliferacion cornea, el sobrecrecimiento ungueal y la docilidad sugirieron exposicion
previa a condiciones de cautiverio, aunque este antecedente no pudo confirmarse. Este
caso amplia lainformacion clinica y patolégica disponible para una especie escasamente
documentada.

PALABRAS CLAVE: callo corneo; fauna silvestre; puercoespin; tlcera duodenal.

CLINICAL AND POST-MORTEM PRESENTATION OF COENDOU RUFESCENS WITH
SEPTIC PERITONITIS AND MULTIORGAN LESIONS

ABSTRACT: This report describes the clinical and post-mortem presentation of an adult
female Coendou rufescens rescued from a building in Rionegro, Antioquia, Colombia. On
admission, the animal showed depression, unusual docility, reduced body condition, a
temperature of 34.7 °C, pale and dry mucous membranes, lack of grooming, abdominal
pain, a positive succussion test, perivulvar discharge, and a keratinized proliferation on
the third digit of the left forelimb. Hematology revealed severe microcytic hypochromic
anemia, leukocytosis with neutrophilia, and marked thrombocytosis. Serum biochemistry
showed increased alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase activities.
Fluid therapy, nutritional support, amikacin, and nutraceuticals were administered. Despite
apparent improvement during the first 72 hours, the animal died on day four. Post-mortem
examination revealed turbid abdominal effusion containing fibrin and an ulcerative lesion in
the proximal duodenum. Histologically, there was transmural duodenal ulceration involving
the serosa, severe lymphoplasmacytic gastroenteritis, bacterial colonies on the intestinal
serosa, hepatic lipidosis and congestion, nephrosis with glomerular thrombosis, and
pulmonary edema, hemorrhage, and emphysema. The digital lesion consisted of compact,
dense, orthokeratotic keratin consistent with a corneum callus. The combined findings
supported septic peritonitis secondary to severe gastrointestinal injury, accompanied by
multiorgan lesions. The corneum callus, overgrown claws, and docile behavior suggested
previous exposure to captive conditions, although this history could not be confirmed.
This case expands the limited clinical and pathological information available for this poorly
documented species.

KEYWORDS: corneum callus; duodenal ulcer; porcupine; wildlife.
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1. INTRODUCCION

El puercoespin de cola corta, Coendou rufescens (Gray, 1865), es un roedor
neotropical de la familia Erethizontidae asociado con bosques subtropicales, templados
y altoandinos. Su distribucion comprende la region andina desde Colombia y Ecuador
hasta Peru, con una poblacién aislada en Bolivia. En Colombia se ha registrado en las
tres cordilleras, y los modelos de distribucion sefialan que el pais alberga una proporcion
importante del habitat potencial de la especie (Narvaez-Romero et al., 2018; Ramirez-
Chaves et al., 2020, 2022).

Aunque presenta habitos principalmente nocturnos y arbdreos, Coendou
rufescens también puede desarrollar actividad diurna y desplazarse por el suelo. Su
dieta estda compuesta por material vegetal, incluidas hojas, corteza, frutos y semillas. Su
registro en vias y ambientes urbanos o periurbanos evidencia el contacto ocasional con
infraestructura humana, aspecto relevante para interpretar el hallazgo del ejemplar dentro
de una construccion. La baja detectabilidad y el reducido nimero de individuos evaluados
clinicamente han limitado el conocimiento de su biologia, fisiologia y enfermedades (Ramirez-
Chaves et al., 2020, 2022). Los reportes sanitarios en Coendou se refieren principalmente a
agentes infecciosos, entre ellos poxvirus y bacterias transmitidas por artrépodos (Guerra et
al., 2022; Hora et al., 2021; Mancilla-Agrono et al., 2022; Silva et al., 2023).

En roedores silvestres mantenidos bajo cuidado humano, las alteraciones de
dieta, sustrato, actividad y conducta pueden generar lesiones infrecuentes en vida libre.
Entre ellas se han descrito callosidades coérneas en guatines Dasyprocta spp. y acuchies
Myoprocta acouchy sometidos a presion repetitiva sobre superficies duras (Fowler &
Cubas, 2001). No se identificaron descripciones clinicas previas de una lesion comparable
en C. rufescens. Asimismo, la informacion sobre enfermedad gastrointestinal grave,
peritonitis y respuesta sistémica a la infeccidn en puercoespines neotropicales es limitada.

El objetivo de este capitulo es describir la evolucion clinica, los resultados
hematologicos y bioquimicos, el tratamiento y los hallazgos macro y microscopicos de una
hembra adulta de C. rufescens con peritonitis séptica y lesiones multiorganicas, ademas
de documentar un callo cérneo digital como posible indicador de exposicion cronica a

condiciones inadecuadas de cautiverio.

2. DESCRIPCION DEL CASO
21. ANAMNESIS Y EVALUACION CLINICA
El 24 de octubre de 2024 ingreso al Centro de Atencion y Valoraciéon de Fauna

Silvestre de la Corporacion Auténoma Regional de las Cuencas de los Rios Negro y
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Nare (CAV CORNARE), en El Santuario, Antioquia, una hembra adulta de C. rufescens,
identificada con el CNI 12MA241145. El ejemplar habia sido reportado en el sector
de Santa Elena del municipio de Rionegro después de ser encontrado dentro de una
construccion y fue recuperado por la unidad de emergencias de fauna silvestre. No se
dispuso de informacion sobre el tiempo de permanencia en el lugar, la dieta previa ni una
eventual tenencia en cautiverio.

El peso de ingreso fue de 1.045 g, el paciente se encontraba hipotérmico con una
temperaturarectal de 34,7 °C y una condicién corporal de 2/5. Se observé depresiony una
docilidad inusual durante la manipulacion, acompafnada de vocalizaciones. Las mucosas
estaban pdlidas y secas, las puas de la region perirrostral se encontraban empastadas y
no se observo conducta de acicalamiento. El ejemplar podia desplazarse; sin embargo,
durante la palpacion abdominal presenté dolor, evidenciado por prensa abdominal y una
prueba de sucusién positiva, compatible con presencia de liquido. También se evidencio
secrecion blanco-cremosa en la region perivulvar.

En el miembro anterior izquierdo se identificd sobrecrecimiento ungueal en los
dedos primero y segundo, asi como una proliferacion cérnea prominente y curvada en el
tercer dedo. Debido a su consistencia y configuracion se plantearon como diagnosticos
diferenciales iniciales una neoplasia de tejidos blandos y un callo cérneo. Se observaron
heces en el contenedor de transporte, lo cual indicé transito intestinal reciente.

Figura 1. Hallazgos clinicos en una hembra adulta de Coendou rufescens. A) Proliferacion cérnea prominente
y curvada en el tercer dedo del miembro anterior izquierdo. B) Aspecto de la lesion durante la evaluacion post
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2.2. PRUEBAS DE LABORATORIO

El hemograma mostréo anemia grave microcitica e hipocrémica, con recuento
eritrocitario de 1,72 x 106/mm3, hematocrito de 12,9 %, hemoglobina de 4,7 g/dl, volumen
corpuscular medio de 74,8 fl y hemoglobina corpuscular media de 27,2 pg. En el frotis
se registraron anisocitosis, poiquilocitosis, hipocromia y policromasia leves. La presencia
de eritrocitos nucleados junto con los valores bajos de hematocrito, hemoglobina y
recuento de glébulos rojos, sugieren hallazgos compatibles con anemia regenerativa. Se
desconocen tiempos de maduracion celular para esta especie.

El recuento leucocitario fue de 46,6 x 103/mm3, con neutrofilia absoluta y relativa
de 36,81 x 103/mm3 y 79 %, respectivamente, hallazgos sugestivos de leucocitosis
severa de caracter inflamatorio agudo. Se observo linfocitosis absoluta de 8,85 x 103/
mms3, aunque el porcentaje relativo fue bajo (19 %) comparado con la linea neutrofilica,
y recuento plaquetario de 3.711 x 103/mm3, compatible con trombocitosis marcada. El
recuento de proteinas plasmaticas diferenciadas fue de 6,16 g/dl, con albimina de 3,57 g/
dl, globulinas de 2,19 g/dl y relacién albimina/globulina de 1,63.

En la quimica sérica se documentaron actividades de alanina aminotransferasa
(ALT) de 141U/ly aspartato aminotransferasa (AST) de 556 U/|, asicomo una concentracion
de creatinina de 0,4 mg/dl. Debido a la ausencia de intervalos validados para C. rufescens,
estos resultados se interpretaron de manera descriptiva y se contrastaron con datos
publicados para otros Coendou y roedores histricomorfos, sin emplearlos como umbrales
diagnoésticos (Chiacchio et al., 2014; Moreau et al., 2003). Los intervalos inicialmente
aportados por el laboratorio procedian de primates neotropicales y no se consideraron

comparadores taxondmicamente apropiados.

2.3. TRATAMIENTO Y EVOLUCION

Se instaur¢ fluidoterapia intravenosa con solucion de NaCl al 0,9 % y dextrosa al
5 % a 20 ml/kg cada 12 horas, y una solucion de aminoacidos y electrolitos (Aminolyte®)
a 5 ml/kg cada 24 horas. La antibioticoterapia consistiéo en amikacina a 6 mg/kg por via
intravenosa cada 12 horas. Como soporte se administraron Liv.52® a 0,5 ml/kg por via
oral cada 24 horas, CANATOX® a 0,1 ml/kg por via oral cada 12 horas, Hemolitan® a 0,1
ml/kg por via oral cada 24 horas y vitamina C a 50 mg/kg por via oral cada 24 horas. La
prescripcion fue planteada por seis dias, pero no se completé debido al desenlace.

Durante las primeras 72 horas se registrdo una evolucion clinica aparentemente
favorable. No obstante, el ejemplar murid de manera subita, cuatro dias después del
ingreso. La necropsia se realizé al dia siguiente y se recolectaron muestras para evaluacion

citologica e histopatologica. El informe citoldgico definitivo del liquido abdominal no
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estuvo disponible para la elaboraciéon de este manuscrito; sin embargo, en los registros

clinicos se consignaron caracteristicas compatibles con peritonitis séptica.

2.4. HALLAZGOS POST MORTEM

En el examen externo se registrdo un peso de 1145 g y una condicion corporal
aproximada de 1,5/5, con prominencia de estructuras éseas y escasa masa muscular. La
mucosa oral era palida con tonalidad violacea; no se observaron alteraciones evidentes
de maloclusion dental. Persistian el empastamiento perirrostral, la proliferacion cérnea del
tercer dedo y el sobrecrecimiento ungueal de los dedos primero y segundo del miembro
anterior izquierdo. Se encontrd secrecion blanco-cremosa perivulvar y material mucoide
en la abertura anal.

En la cavidad abdominal se recolectaron aproximadamente 42 ml de liquido turbio
amarillo-ambar con coagulos de fibrina. En la primera porcion del duodeno se identifico
una lesion ulcerativa de aproximadamente 9 x 4 mm, con reaccién vascular y fibrinosa
adyacente, interpretada macroscopicamente como una perforacion. El higado presentaba
aumento de volumen, bordes redondeados y un patron de coloracién compatible con
lipidosis y congestion. La mucosa gastrica era friable y se desprendia con facilidad.

Los pulmones presentaron congestion, edema y areas enfisematosas. Se
registraron hidropericardio, pericarditis y lesiones pélidas en el miocardio interpretadas
macroscopicamente como areas de infarto. Los vasos mesentéricos, cardiacos y
encefalicos estaban pletdricos. Los rifiones mostraron pérdida de la diferenciacion
corticomedular y un quiste; el encéfalo y el cerebelo tenian apariencia edematosa y el
tallo encefalico presentaba hemorragia. Los cuernos uterinos estaban engrosados y
edematosos, con congestion de la serosa y equimosis endometrial.

Figura 2. Hallazgos macroscopicos abdominales. A) Efusion y reaccion fibrinosa asociadas con la lesion

gastrointestinal. B) Lesion ulcerativa en la primera porcion del duodeno, de aproximadamente 9 x 4 mm, interpretada
macroscopicamente como perforante. Fotografias: Juliana Jaramillo-Cardenas.
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2.5. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Las muestras fueron fijadas en formol al 10 %, procesadas mediante técnica
rutinaria y tefidas con hematoxilina-eosina. En el tejido del tercer dedo se observo
pérdida de la arquitectura normal y sustitucion por abundante queratina compacta, densa
y ortoqueratotica, hallazgo compatible con callo cérneo.

En el duodeno se evidencio pérdida extensa de la arquitectura y de la continuidad
de las capas, con inflamacion mixta que incluyd neutroéfilos y linfocitos intraepiteliales,
ademas de acortamiento y pérdida de vellosidades. Aunque la lesion alcanzaba la serosa,
en los cortes examinados no se demostrd una comunicacion completa con la cavidad;
se considerd posible la filtracion de contenido. En el intestino grueso habia atrofia
marcada de criptas, infiltrado linfoplasmocitario grave, difuso y transmural, inflamacién
polimorfonuclear en la serosa y colonias bacterianas, junto con congestion y cambios
hemorragicos. Los diagnosticos fueron ulcera duodenal y gastroenteritis linfoplasmocitaria
asociada con sindrome de malabsorcion.

El higado mostro pérdida multifocal de la arquitectura, vacuolizacion hepatocelular
de tamano variable con desplazamiento nuclear, material lipidico, eritrocitos en canaliculos
biliares y hepatocitos, congestién y edema. En el rindn se observaron glomérulos
ligeramente esclerosados, hipercelularidad mesangial, trombosis glomerular, gotas de
reabsorcion proteica en podocitos, dilatacion tubular y material eosinofilico intraluminal.
Estos cambios se interpretaron como lipidosis hepatica, nefrosis y lesiones compatibles
con coagulacién intravascular diseminada.

En el pulmén se encontraron alvéolos distendidos, algunos con ruptura de las
paredes, detritos, macrofagos, hemorragia, pigmentos férricos y edema proteico. También
se documentaron hiperplasia de neumocitos tipo Il, congestion, hiperemia y edema

vascular. El diagnéstico morfoldgico incluyd enfisema, edema y hemorragia pulmonar.

Figura 3. Hallazgos histopatologicos. A-B) Lesion digital con pérdida de la arquitectura y abundante queratina
compacta y ortoqueratética. C-D) Duodeno con pérdida extensa de la arquitectura, ulceracion transmural e
infiltrado inflamatorio mixto. Tincidon de hematoxilina-eosina; objetivos de 10x y 40x. Fotografias: Laura Maria
Laverde-Truijillo.

g
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3. DISCUSION

El caso documenta una enfermedad gastrointestinal grave en C. rufescens con
inflamacioén transmural, posible filtracidon duodenal, contaminacion bacteriana de la serosa,
efusion fibrinosa y lesiones sistémicas. En medicina veterinaria, la peritonitis séptica
secundaria suele originarse por pérdida de la integridad gastrointestinal, y su evolucién
puede ser rapida aun cuando se instauren fluidos y antimicrobianos (Costello et al., 2004;
Dayer et al., 2013). En este ejemplar, el dolor abdominal, la prueba de sucusion positiva,
la neutrofilia marcada, el liqguido abdominal turbio con fibrina, las colonias bacterianas en
la serosa y la lesién duodenal conformaron evidencia convergente de peritonitis séptica.
Sin embargo, la ausencia del informe citolégico completo y de cultivo bacteriano impidid
identificar el agente y evaluar su sensibilidad antimicrobiana.

La diferencia entre la interpretacion macroscoépica de perforacion y la descripcion
histolégica de una lesion que alcanzaba la serosa sin una solucion de continuidad total
demostrable no es necesariamente excluyente. El muestreo histolégico representa
una fraccion limitada de la lesion, por lo que una comunicacion focal puede no quedar
incluida en los cortes. También es posible que existiera filtracion a través de una pared
gravemente alterada. Por ello, la expresion “lesién ulcerativa duodenal transmural con
posible filtracidon” refleja de manera mas fiel la evidencia disponible.

La anemiafue severay probablemente contribuyd a la hipoxia tisular, el decaimiento
y la palidez. Como comparacion secundaria, los valores descritos en Hydrochoerus
sp. de vida libre y en Coendou prehensilis y Coendou melanurus respaldan de manera
descriptiva la interpretacion de anemia severa, microcitosis y leucocitosis, pero no
constituyen intervalos de referencia para C. rufescens (Chiacchio et al., 2014; Moreau et
al,, 2003). La presencia de resultados bajos en analitos propios de la linea roja junto con
los hallazgos de policromasia leve y los eritrocitos nucleados soportan la evidencia de
anemia de caracter regenerativo, aunque no estan documentados valores hematolégicos
validados para la especie. La microcitosis y la hipocromia permiten considerar deficiencia
de hierro o pérdida cronica de sangre gastrointestinal; la inflamacién sistémica y el
deterioro nutricional también pudieron contribuir. Estas posibilidades deben considerarse
hipotesis, puesto que no se midieron hierro, ferritina, capacidad de fijacion del hierro ni
sangre oculta en heces.

La leucocitosis con neutrofilia fue coherente con una respuesta inflamatoria
bacteriana, mientras que la trombocitosis pudo representar una respuesta reactiva a la
inflamacion, el estrés o la pérdida sanguinea. La trombocitosis periférica y la presencia

de microtrombos tisulares pueden coexistir en un contexto de inflamacion sistémica,

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX Capitulo 14 m



activacion endotelial y estado protrombdtico. Aunque la trombosis glomerular y los
cambios vasculares fueron compatibles con activaciéon de la coagulacion, la ausencia
de pruebas de coagulacion y de mediciones hematologicas seriadas impidié confirmar y
caracterizar clinicamente una coagulacion intravascular diseminada.

No se dispone de un intervalo de referencia validado para la temperatura rectal de
C. rufescens. El valor de 34,7 °C registrado al ingreso fue inferior a la media comunicada
para C. prehensilis bajo contencion farmacologica (36,11 + 0,56 °C), por lo que se interpretd
como una temperatura corporal baja. Esta comparacion debe tomarse con cautela debido
a las diferencias interespecificas y al efecto de los farmacos sobre la termorregulacion
(Nascimento, 2018).

El aumento de ALT y AST, junto con la lipidosis, la congestion y el edema hepaticos,
fue compatible con dano hepatocelular; no obstante, la magnitud y especificidad de estas
enzimas no se han establecido para C. rufescens, y la AST también puede aumentar por
lesion muscular o hemolisis. De forma similar, una concentracion aislada de creatinina
de 0,4 mg/dl no excluye lesion renal temprana. La trombosis glomerular, la reabsorcion
proteica y la dilatacion tubular demostraron dano renal que no fue evidente mediante
el unico analito disponible. Los hallazgos pulmonares, hepaticos y renales justifican la
expresion «lesiones multiorganicas»; sin embargo, no se dispuso de variables funcionales
seriadas para afirmar falla de cada 6rgano.

El callo corneo constituye otro aporte relevante. La histologia descarté una
proliferacion neoplasica y demostré una masa formada por queratina compacta
ortoqueratotica. En guatines y acuchies bajo cuidado humano se han descrito callosidades
asociadas con presion mecanica repetitiva y sustratos duros, habitualmente en regiones
metatarsianas, tarsales o calcaneas (Fowler & Cubas, 2001). En este caso, la localizacion
digital fue atipica. La docilidad, el sobrecrecimiento ungueal y el callo corneo sugieren
restriccion prolongada del comportamiento y contacto repetitivo con una superficie
inadecuada. No obstante, como el individuo fue encontrado sin antecedentes verificables,
estos hallazgos no demuestran por si solos una vida previa en cautiverio.

La etiologia de la uUlcera tampoco pudo establecerse. El estrés cronico, el
ayuno, una dieta inadecuada, la enfermedad inflamatoria intestinal, la hipoperfusiéon y
otros procesos sistémicos pueden alterar la barrera gastrointestinal. En el ejemplar
se observaron condicion corporal baja, gastroenteritis linfoplasmocitaria, atrofia de
vellosidades y criptas y cambios compatibles con malabsorcién, por lo que es posible
que existiera un proceso gastrointestinal crénico antes del rescate. No se realizaron

pruebas para agentes infecciosos gastrointestinales, toxicos o parasitarios, ni se conocia
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la dieta previa; por consiguiente, atribuir la Ulcera exclusivamente al estrés o al cautiverio
excederia la evidencia.

La eleccion empirica de amikacina respondid a la sospecha de infeccién
bacteriana grave y a la disponibilidad terapéutica. La aparente mejoria inicial no descarta
la progresion de un foco intraabdominal que habria requerido control de origen. En
peritonitis secundaria a perforacién gastrointestinal, el tratamiento definitivo suele incluir
estabilizacion, antimicrobianos de amplio espectro y resolucidn quirurgica del foco
cuando el estado del paciente lo permite (Costello et al., 2004; Dayer et al., 2013). En este
caso, el origen gastrointestinal no fue identificado antes de la muerte y no se practicaron
ecografia abdominal, abdominocentesis diagnostica inmediata ni exploracion quirlrgica.
Estas limitaciones, junto con la escasez de parametros fisiologicos para la especie,
ilustran los desafios del abordaje de fauna silvestre criticamente enferma.

Los reportes clinicos en puercoespines neotropicales siguen siendo escasos y
se concentran en infecciones por poxvirus y otros agentes (Guerra et al., 2022; Hora et
al., 2021; Mancilla-Agrono et al., 2022; Silva et al., 2023). En ese contexto, la descripcion
integrada de signos, hematologia, quimica sérica, necropsia e histopatologia aporta
informacion de referencia para futuros casos. También resalta la necesidad de desarrollar
intervalos hematoldgicos y bioquimicos especificos, protocolos de diagnostico abdominal

y criterios de bienestar aplicables a Coendou.

4. CONCLUSIONES

La integracion de los hallazgos clinicos, hematologicos y anatomopatologicos
sustentd el diagnostico de peritonitis séptica asociada con una lesion ulcerativa
duodenal transmural y gastroenteritis grave, acompanada de lesiones hepaticas, renales,
pulmonares y vasculares. La ausencia de cultivo y del informe citologico completo limitd
la identificacion del agente y la caracterizacion definitiva del proceso séptico.

La proliferacion digital correspondio histolégicamente a un callo cérneo y no
a una neoplasia. Su localizacion, sumada al sobrecrecimiento ungueal y a la docilidad
del ejemplar, permitid sospechar exposicion cronica a condiciones de cautiverio, pero
no confirmar este antecedente. El caso amplia la informacion clinica disponible para C.
rufescens y evidencia la importancia de documentar de forma integrada la evolucién

clinica y los hallazgos post mortem en especies silvestres poco estudiadas.

5. CONSIDERACIONES ETICAS

El ejemplar fue atendido en el CAV de Fauna Silvestre de CORNARE en

cumplimiento de las funciones institucionales de recepcion, valoracion y manejo de fauna
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silvestre. Las intervenciones descritas tuvieron finalidad diagnostica y terapéutica y no
correspondieron a experimentacion. Las fotografias fueron obtenidas durante la atencion
clinica, la necropsia y el procesamiento histopatologico por integrantes del equipo autor,

quienes autorizaron su utilizacion académica.
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