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NormasEditoriales

Tipodematerialespara publicacion

La revista Agraria-Nueva Epoca- acepta, para su publicacion,
materiales en espafiol e inglés, sobre temas relacionados con las
ciencias agricolas, pecuarias y forestaes, incluyendo las areas de
ingenieria, agroindustria y socioecondmicas. Todo material debera
venir acompafiado de la solicitud correspondiente.

Estos materiales pueden ser articulos cientificos, notas de
investigacion o ensayos.

Los materiales que se envien para su publicacion deberén
cefiirse alasnormas que, parata efecto establezca Agraria -Nueva
Epoca- y estaran sujetosarevisiony arbitraje por el Comité Editorial
de la revista -0 por quienes éste designe-, como requisito previo a
su publicacion.

No se aceptan trabgjos ya publicados, 0 que estén sometidos a
consideracion en otros medios cientificos de difusion.

Es de desear que la realizacién de la investigacion, cuyos
materiales sean enviados para su publicacion, no exceda de 4 afios
anteriores a la fecha de su remision.

Formato

El respeto a las siguientes indicaciones respecto a formato
solicitado facilitara grandemente nuestro trabgjo de edicion.

Textos

Los textos, con todos sus anexos, deberan enviarse
empagquetados (nosotros preferimos WinZip), sin contrasefias de
seguridad, por correo electrénico, escritos en un procesador de
textos de uso comun (preferimos Word), en formato tamafio carta
(21.57 x 27.94 cm), sin sangria, y arengl6n seguido, con margenes
de 2.5 cm por lado. Agradeceremos evitar nombres de archivo
excesivamente largos o con espacios en blanco. Los textos se
redactaran en un tipo forma conocido ttf (True Type Font) tales
comoAria, Times New Roman o similares, de 12 puntos. Las notas
se escribiran en 9 puntos.

Todos los renglones, incluidos los encabezados, se iniciaran,
invariablemente, a partir del margen izquierdo, sin sangria.

Todos los encabezados, independientemente de su orden, se
escribirdn en altasy baas, y negrillas.

Los parrafos se escribirdn sin pasar renglon entre ellos; para
separarlos, afin de hacer € texto facil de leer y corregir, se utilizard
el formato automético de parrafo del procesador, para darles un
espaciado posterior de 6 puntos.

Las paabras no se separardn, en ninglin caso, por silabas. Es
conveniente desactivar €l comando automatico de insercion de
guiones (hyphenation) de su procesador.

El material no deberd exceder de 520 lineas para articulos
cientificos y ensayos, y de 200 lineas para una nota cientifica,
incluidos cuadros y figuras.

Las unidades que seempleen seran las del Sistema Internaciona
de Unidades (http://www.sc.ehu.es/sbweb/fisica/unidades/
unidades/unidades.htm)

Laspéginas, a igual que los cuadrosy lasfiguras, se numerarén
progresivamente con nimeros arabigos.

Cuadrosyy figuras. Los cuadrosy las figuras contendran solo
lainformacion esencia y en ningln caso repetiran |os datos que se
presenten en d texto, o en otra forma. Cuadros y figuras deben ser
claros, simples, concisos e ilustrativos.

Los cuadros no excederan, en ningln caso, los mérgenes de
impresién ariba mencionados y deberan presentarse en € cuerpo
del texto, con el formato correspondiente, con las columnas
separadas por tabulaciones, sin espacios a mano, y en la posicion
en que se espera que aparezcan, con el nimero de orden
correspondiente.

Enlos cuadrosse emplearasolo el nimero decifrassignificaivas
necesarias para destacar @ punto que se desee.

Los cuadros se redlizardn en formato basico con tres lineas
horizontales continuas: d inicio del cuadro, al inicio del cuerpo del
cuadro (no en el encabezamiento) y al final. El campo y el
encabezamiento de las columnas se pueden dividir a conveniencia
del autor. No se deben afadir lineas verticales. Los
encabezamientos, de columnas y lineas, se escribiran con
mindsculas, excepto laprimeraletrade la oracion. Las unidades se
colocan debgjo de la segunda linea horizontal, como en & gemplo
que se proporciona.

Las figuras tampoco excederan, en ninglin caso, los margenes
de impresién establecidos. La posicion que vaya a ocupar cada
figura, debera estar indicada en @ texto con negrillas, en renglén
aparte, con el nimero correspondiente.

Cada figura se enviara en archivo por separado, en formato tif
(compresion LZW), ojpg, con € tamafio exacto en que se pretende
que aparezca en la publicacion, en unaresolucion no inferior a 150
pixeles por pulgada, con el nimero que le corresponda (p. €: fig
01.jpg).

Los puntos experimenta es deberdn marcarse visiblemente. Para
dividir los gjes, se escogeran intervalos constantes para cada uno.
Los mosaicos fotogréficos deberén entregarse montados en un
solo archivo gréfico (tif, 0 jpg), totalmente terminados. El aumento
de las microfotografias debe indicarse en la leyenda.

En archivo por separado se enviard un listado de las figuras
incluidas en € material enviado, con €l nimero de ordeny € pie de
grabado correspondientes (p. g.: listafigs.doc)

Las figuras pueden ser fotos a color 0 en tonos de gris -segiin
sea su original-, gréficas (de preferencia a color), ilustraciones,
dibujos, o grabados (de preferencia a color).

Los cuadros deberan redactarse en €l mismo procesador de
textos y formato sefialado arriba.

Las ecuaciones, s las hubiera, se insertarén en € texto con un
editor de ecuaciones compatible con su procesador.

Notasde piede pagina

S6lo se podrén utilizar, cuando sean absolutamente
indispensables, para identificar informacion adicional y se
numeraran progresivamente en el texto. Los asteriscos se
reservardn para indicar significancia a 5% (*) y 1 % (**),
respectivamente. En el pie de grabado —o de cuadro- se incluirdn
las notas o llamadas que sean pertinentes, y serén sefidadas con
ndmeros arabigos.

Citas bibliogr &ficas
Las citas bibliogréficas deberan ser de literatura reciente,

relevante y sdlo las exclusivamente necesarias para sustentar los
planteamientos hechos.

Mas detalles en http://www.uaaan.mx/Dirlnv/Convoc/
conv_wel/normas.htm, o http://mww.uaaan.mx/Dirlnv/
portd_agraria/porta .htm
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CONVOCATORIA
La Direccidn de Investigacion de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

CONVOCA
alosinvestigadores, nacionales y extranjeros, interesados en publicar articul os cientificos, aenviar sus contribucionesala
revistaAgraria -Nueva Epoca-, bajo | as siguientes bases:
Los trabgjos recibidos se someterdn al proceso de revision descrito en las Normas Editoriales de la Revista.
Se recibiran contribucionesinéditas de todos | os interesados, nacionales o extranjeras, en espafiol 0 inglés.

Los articulos deberén versar sobre temas de contenido agricola, pecuario, forestal, y socioeconémico del entorno regional,
nacional einternacional.

Las modalidades de publicacién son las siguientes:
Articulocientifico

Esd resultado deun trabajo deinvestigacion en el cual seaplicd, deformarigurosa, e método cientifico, estudiando el efecto
gue tienen diferentes tratamientos sobre la respuesta medible de un sistema, como metodol ogia para comprobar o rechazar una
hipdtesis claramente establecidaen d trabgjo.

Losarticul oscientificos que seenvien deberan congtar delassiguientes partes: Titulo, Tituloen inglés, Autor(es), I nstituci on(es)
de adscripcion y datos delocalizacion del autor responsable (domicilio, teléfono, fax, e-mail), Abstract, que es latraduccion al
inglés del Resumen, incluidas | as palabras clave; Resumen, que incluira al pie las palabras clave hasta un maximo de seis,
Introduccion, Materialesy métodos, Resultadosy discusién, Conclusiones, Literatura citada, Agradeci mientos.

Ensayocientifico

Consisteen d andlisiscritico de unarecopilacién actualizada de articul os cientificos, informes deinvestigacion, o materiales
similares, enlos que e autor o autores aportan su opinion personal sobre un tema, establ eci endo conclusiones respecto al estado
actual del conocimiento sobre el mismo.

Partesdeque constael Ensayo: Titulo, Tituloen inglés, Autor(es), Institucion(es) de adscripcion y datos delocalizacion del
autor responsable (domicilio, teléfono, fax, email), Abstract, queeslaversion al inglésdd Resumen, incluyelas palabrasclave,
Resumen, incluidas las palabras clave hasta un maximo de siete, Introduccion, Desarrollo del tema, con los subtitulos que se
estimen convenientes, Discusion, cuando proceda, Conclusiones, Literatura citada.

Nota deinvestigacion

Son materiales basados en trabajos experimentales que, sin perjuicio del método y rigor cientificos, presentan aspectos
metodol 6gi cos innovadores o resultados que, por su caracter novedoso, el autor considera deinterés publicar antes definalizar
Su investigacion.

La nota, aunque de menor extension, cubre todos los aspectos relevantes del proceso de investigacion. Su estructura es
similar alade articulo cientifico, y trata cadauno de sus apartados, con menor profundidad y detalle, aunquenotiene queincluir
los encabezados.

Laexcepcion aloanterior son € Abstract, que seomite, y la Literaturacitada, apartado quedeberaincluirse expresamente.

Deser necesario, podran incluirse-también- algin cuadro oilustracién, cuando resulten rel evantes paralameor comprension
delanota

Lostrabajos apublicar deberan hacerse llegar en versién electrénica, acompafiados de unasolicitud, de conformidad con las
especificaciones marcadas en las Normas Editoriales arriba mencionadas, a la siguiente direccion electrénica:
agraria_ne@uaaan.mx, con atencion a:

Editor en Jefe dela RevistaAgraria—Nueva Epoca-
Direccion de Investigacion, UAAAN, Domicilio conocido, Buenavista,
Sdltillo, Coahuila, México. CP. 25315

Paramayor informacion respecto aesta Convocatoriavisitehttp://www.uaaan.mx/Dirlnv/portal_agraria/portal.htm para consultas
dirijase a Editor en Jefe: agraria_ne@uaaan.mx.
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Mensaje del Rector

La Investigacién, una de las tres funciones basicas de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, se ha caracterizado a lo largo de su historia por darle un merecido prestigio a la Institucién, y por
ganarles reconocimientos tanto a maestros como a alumnos en el pais y en el extranjero.

La Universidad ha obtenido logros importantes en este aspecto, en el &mbito de los cereales y las
hortalizas, en el manejo de los recursos naturales, de los frutales, de las ornamentales; en el
conocimiento y utilizacion de las plantas de las zonas aridas, el mejoramiento genético; la silvicultura, la
biotecnologia, y en lo que se refiere a la medicina veterinaria, por sélo citar los rubros mas destacados.

Estos logros son la herencia que nos han legado varias generaciones de investigadores distinguidos
que han transitado por sus aulas, campos y laboratorios, lo que nos compromete a continuarla, a
mantener su calidad y pertinencia, y a difundirla para contribuir a su fortalecimiento, y proyeccion
social de nuestra Institucion.

Una de las acciones fundamentales para lograr este propésito es la reactivacion de la publicacion de
la Revista Agraria —Nueva Epoca— como una estrategia que permita presentar los avances y logros de
los miembros de nuestra Comunidad Cientifica, asi como de investigadores destacados de otras
instituciones, tanto del medio nacional como internacional, lo cual permitird que la revista sirva,
ademas, como medio para refrendar la relaciéon de nuestra Universidad con la comunidad cientifica
extramuros.

A ésta habran de seguir otras acciones para adecuar la estructura y organizacién de la revista a los
requerimientos de los indices de revistas cientificas de México y del mundo, y para garantizar su
continuidad y permanencia en beneficio de la comunidad cientifica, de los maestros investigadores, de
los alumnos de la Antonio Narro y, finalmente, de los diferentes sectores de la economia nacional y
regional.

Ademaés de lo anterior se apoyara a los académicos involucrados en los proyectos de investigacion,
con miras a fomentar su producciéon de materiales cientificos, de promover su integracién en Cuerpos
Académicos y de fomentar su membrecia en el Sistema Nacional de Investigadores, lo que sin duda
contribuird en el corto plazo a acrecentar el prestigio y la presencia de la Antonio Narro en los foros
cientificos nacionales e internacionales.

Con la publicacién de este ejemplar se cumple, pues, esa primera etapa de actualizacion de la revista,
y se da inicio al proceso de su consolidacion, en el que esperamos contar con el apoyo decidido de todos
y cada uno de los miembros de nuestra Comunidad Cientifica.
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Modelosde Smulacion para Cereales Forrajeros
en € Sur de Nuevo Ledn, México

Misael Rodriguez Arvizu*', Heriberto Diaz Solist, EduardoAizpuru Garcia?, Ramiro L 6pez Trujillo®,
Victor Manud ZamoraVilla*

Departamento de Recursos Naturales Renovables, *Departamento de Nutricion y alimentos, *Departamento de
Fitomejoramiento, Universidad Auténoma AgrariaAntonio Narro. Calzada Antonio Narro 1923, Col. Buensvista C.P.
25315. Saltillo, Coahuila, México. Tel. (844) 411-0377 y 78 Fax (844) 411-0236. E-mail: misa983@hotmail.com (* Autor
responsable).

Abstract

The use of simulation models in agricultureis an alternative in the decision making process, in order to lower the
researching costs, and to help reducing economic and production risks, since they summarize interactions among
the factors of a productive process. In fodder cultures they are a tool useful to predict the behavior of both,
growth and yield, and to help understanding the physiological plant-atmosphere relations. This work was per-
formed with the aim of calibrating the DSSAT 4.0.2.0 software for barley, wheat and triticale cultures in the
South of the Mexican state of Nuevo Ledn. The field experiment was established in the experimental station of
Navidad, in Galeana, N. L., Mexico, belonging to the AutonomousAgrarian University Antonio Narro (UAAAN).
The genetic materials to be evaluated were: NARRO-92-05 barley (Hordeum vulgare), AN-239 wheat (Triti-
cum aestivum), and AN-125, and AN-31-B Eronga triticale (X: Triticosecale Wittmack) under a completely
randomized block design. The sowing took place in the spring-summer cycles 2007 and 2008. Program DSSAT
4.0.2.0 was parameterized within each of its modules and later on it was calibrated by the manipulation of
genetic coefficients. The calibration and validation of the barley, wheat, and triticale models in the DSSAT
4.0.2.0 software for the genotypes and region of study, were performed satisfactorily, and the models had the
capacity to simulate values with a good level of precision, when compared to the observed ones. It may, so, be
concluded that, the usage of simulation models of DSSAT 4.0.2.0 software, is suitable to predict growth and yield
of fodder cultures.

Key Words: prediction, calibration, barley, wheat, triticale, DSSAT.

Resumen

El uso de modelos de simulacién en la agricultura es una alternativa en la toma de decisiones para reducir los
costos deinvestigacion, y ayudar a reducir 10s riesgos econémicos, y de produccion ya que resumen lainteraccién
entre los factores de un proceso productivo. En cultivos forrajeros son una herramienta para predecir los
comportamientos de crecimiento y rendimiento, y ayudan a entender las relaciones fisiol égicas planta-ambiente.
Este trabajo se realiz6 con €l objeto de calibrar e programa DSSAT 4.0.2.0 para los cultivos de cebada, trigo y
triticale en e sur del estado de Nuevo Ledn, México. El experimento de campo fue establecido en e Centro
Agricola Experimental de Navidad, Galeana, N. L., México, dela Universidad AutonomaAgrariaAntonio Narro.
Los materiales genéticos utilizados fueron: cebada NARRO-92-05 (Hordeum vulgare), trigo AN-239 (Triticum
aestivum), y triticale (Eronga, AN-125, y AN-31-B (X:Triticosecale wittmack) establecidos en un disefio de
blogques al azar. La siembras se efectuaron en los ciclos primavera verano 2007 y 2008. El programa DSSAT
4.0.2.0 fue parametrizado dentro de cada uno de sus médulos'y posteriormente se calibré mediante la manipulacion
de coeficientes genéticos. La calibracion y validacion de los model os de cebada, trigo, y triticales en € programa
DSSAT 4.0.2.0 para los genotipos y region de estudio, serealizaron satisfactoriamente, y 1os modelos tuvieron la
capacidad de simular valores con buen nivel de precision, al comparar con valores observados. Se concluye que,
mediante el uso de modelos de simulacion de DSSAT 4.0.2.0, es factible predecir € crecimiento y rendimiento de
cultivos forrajeros.

Palabras clave: prediccién, calibracion, cebada, trigo, triticale, DSSAT.
6
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Introduccién

Lasimulacién en sistemas agricolas, ha surgido como
una herramienta que en base a la integracion de sus
componentes permite hacer una representacion real de
los mismos (Odum y Odum, 2000) por medio de
operaciones ldgicas y aritméticas que representan la
estructura (estado) y comportamiento (cambio de estado)
dd sistema deinterés (Grant et al., 1997). Partiendo de
lo anterior se han creado un gran nimero de programas
como DSSAT (Decision Support System for
Agrotechnology Transfer; www.icasa.net) para simular,
o predecir, € desarrollo y produccion de un cultivo en
base a informacion genotipica, ambiental y de mango
proporcionada por € usuario. DSSAT es un programa
creado como una herramienta de apoyo para la toma de
decisiones en la transferencia de agrotecnologia desde
el afo de 1982 (Uehara y Tsuji, 1998). La toma de
decisiones en € &rea agricola, como en cualquier proceso
productivo, esfundamental para alcanzar un objetivo. Por
lo tanto, &l contar con herramientas que permitan seguir
la ruta mas acertada para € uso y aprovechamiento
sustentable delos recursos disponibles es una necesidad,
sobre todo ante los cambios e inestabilidad climética
actual. El objetivo de este trabajo fue calibrar y validar
los modelos cebada, trigo, y triticalede programa DSSAT
4.0.2.0 para e Sur de Nuevo Ledn, México.

Materiales y Métodos

Se sembraron y muestrearon dos ciclos de cultivo:
primavera-verano 2007 y primavera-verano 2008, delos
cultivosdetrigo, cebaday triticale, en el campoAgricola
Experimental de Navidad, de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, localizado en Galeana, Nuevo
Ledn. El campo esta situado en los 25° 02’ 19" N 'y 100°
37 29” O, aunaaltitud de 1985 m.

Se trabajé con los cultivos de cebada (Hordeum
vulgare), trigo (Triticum aestivum), y triticale
(X:Triticosecale Wittmack). Se sembré un genctipo de
cebada (NARRO-95-02), un genotipo detrigo (AN-239),
y tres genotipos de triticale (Eronga), (AN-125) y (AN-
31-B), en € ciclo primavera-verano 2007, la siembra se
efectlo € dia 7 de marzo (diajuliano 66). La siembra en
el 2008 se efectud € dia 22 de febrero (dia juliano 53)
con cebada (NARRO-92-05), trigo (AN-239), y triticale
(AN-31-B). Ladosis defertilizacién en d ciclo 2007 fue
85-117-00 (N-P-K) conlas fuentes fosfato monoamaénico,
y sulfato de amonio; y para € ciclo 2008 la dosis fue de
60-60-60 con la fuente triple 17. Las dos siembras se
realizaron con una sembradora de cereales de grano
pequefio, a una densidad de 140 kg hatl. Antes de las
siembras se prepard previamente d terreno, con subsoleo,

rastray riego.

El arreglo de los experimentos se establecid como
bloques al azar, con tres repeticiones, las unidades
experimentales fueron de 4.32 m de ancho por 20 m de
largo, es decir con una superficie de (86.4 m?) cada una,
con un espacio entre parcelas de 1 m.

Los datos climéticos se registraron diariamente por
medio de una estacion automatica (Davis Vantage Pro
I1) instalada en €l sitio del experimento. Los registros se
hicieron en intervalos de 30 min, y los datos se
descargaron cada semana. La base de datos se procesd
en una hoja de célculo de Excel y se obtuvieron
temperaturas maximas y minimas por dia, en grados
centigrados, radiaciéon acumulada por dia en W m2
(unidad de energia) y la precipitacion en mm. Laestacion
climatoldgica registro la radiacion solar en W m2 y
DSSAT 4.0.2.0 que requiere expresar la radiacion en
MJ m?2 dia? (unidad de potencia). Por definicion un W
esigual aunJstyunMJesigua aun millon dejoules.
Como los registros se hicieron cada 30 min se tuvieron
48 valores deradiacion en W m2duranted dia. Entonces
se obtuvo € promedio en W m2 s?. El valor acumulado
end diafued promedio multiplicado por 86,400 segundos
que tiene un dia 'y se obtuvo € resultado en J m2 dia*®
que dividido entre 1,000,000 esigual a MJ m2 dia*.

En los cultivos se muestred la emergencia en la
primera semana, para obtener la densidad de plantas;
para esto se contd e nimero de plantas emergidas en
cinco lineas de 50 cm, seleccionadas al azar por medio
de un escantillon de madera de 50 cm dentro de cada
una de las unidades experimentales. Al final del ciclo
para obtener la densidad detallos, se contd € nimero de
véstagos en cinco lineas de 50 cm seleccionadas de la
misma forma que los muestreos de emergencia en cada
unidad experimental .

Para acumulacién de biomasa, y componentes del
rendimiento, semanalmente se cortaron 5 plantas
seleccionadas al azar caminando en zigzag sobre la
parcelay, al agacharse, se corté la planta que quedaba
més cerca, después se llevaron a la estufa de ventilacion
forzada a una temperatura de 65 °C por 72 h para secar
y posteriormente separar manualmente tallos de espigas,
y pesar cada una de las muestras, todo esto desde la
primera semana hasta la madurez fisiol gica de cada uno
delos cultivos. Para estimar € rendimiento por hectarea
se uso € peso de dichas plantas, extrapolado en base a
los muestreos de densidad de poblacién realizados al
principioy al final dd cultivo.

Paralos model os desimulacion en € programa DSSAT
es basica lainformacion de mango de cultivo (fecha de
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siembra, fecha de emergencia, espacio entre surcos,
densidad de poblacion, cantidad y tiempo defertilizaciony
laaplicacion del riego) y también se requiere informacion
de las condiciones ambientales del suelo, temperatura,
radiaciony precipitacion (Hunt y Boote, 1998).

Se crearon bases de datos dentro del programa D SSAT
en los mdédulos correspondientes (suelo, clima, datos
experimentales, y mango dd cultivo), y se agregaron los
genatipos utilizados.

Suelo (Soil Data). Se cred @ archivo de caracteristicas
del suelo en e modulo “Sbuild” donde se registro la
ubicacion geografica, el color del suelo, el drenaje
superficial asi como la pendiente en por ciento. La
informacion de suelo se hizo por capas de 30 cm hasta
los 120 cm registrando textura en porcentaje de arena,
limo y arcilla, porcentaje de materia organica, pH, y
nitrégeno total en por ciento.

Clima (Weather Data). Dentro del médulo WeatherMan
secred d archivo de clima (WTH) con informacion como
ubicacion geogréfica, temperaturas maximas y minimas
diarias en grados centigrados, radiacion solar en MJ m?2
dialy precipitacion en mm.

Datos experimentales (Experimental Data). En este
modul o AT Create se cargaron | os datos observados durante
el ciclo de cultivo de cada uno de los materiales genéticos
utilizados. Se crearon dos archivos: el archivo A
(rendimiento méximo, fecha de antesis, nlmero de espigas
por metro cuadrado) y € archivo T (datos experimentales
semanal es).

Datos de manejo del cultivo (Crop Management
Data). Con & modulo Xbuild se generd d archivo de
manejo dd cultivo, donde se cargd lainformacion general
del experimento como método de siembra, densidad de
siembra, densidad de poblacidén emergida, espacio entre
surcos, variedades utilizadas, estacion climética, suelo,
profundidad de siembra, para cada uno delos cultivos, y
variedades.

Laversion 4.0.2.0 de DSSAT aun no cuenta con bases
de datos para @ cultivo de triticale, asi que la calibracion
se hizo utilizando coeficientes genéticos de trigo, ya que
tienen patrones de crecimiento similares.

La carga de los genotipos utilizados en la calibracion
de DSSAT 4.0.2.0 se redliz6 en d archivo .CUL en €
cual se agregaron las variedades de cada uno de los
cultivos estudiados. Se utilizaron como coeficientes
genéticos iniciales, los valores de las variedades mas
semejantes a los materiales trabajados.

Con lainformacion obtenida dd ciclo 2007 se calibré
DSSAT para cada uno de los cultivos, después de que €

programa estaba operando con los archivos creados, la
calibracion se llevd a cabo mediante la manipulacion de
los coeficientes genéticos. P1V, P1D, P5, G1, G2, G3y
PHINT, los cuales se describen al piedd Cuadro 1. Los
criterios para evaluar la calibracion fueron: minimizar la
raiz cuadrada del cuadrado medio de error {RMSE= [O
(simulado-observado)?/N]°%} que cuantifica la dispersion
o variacion entrelos val ores simulados con | os observados,
y € coeficiente de determinacion (r?) que es una medida
del grado de asociacion entre los datos simulados y los
observados (Gijsman et al., 2002).

La validacién de los modelos se realizo con la
informacién del ciclo 2008 utilizando los coeficientes
genéticos encontrados en la calibracion.

Resultados y Discusion
Calibracion

El proceso de calibracion realizado mediante la
mani pulacion de coeficientes genéticos, indicd que existen
habitos de crecimiento ciertamente diferentes entre los
cultivos de cebada, trigo, y triticales, Unicamente se
observan similitudes entre € trigo (AN-239) y € triticale
(AN-125) como se puede apreciar en los coeficientes
genéticos de cada uno de los materiales genéticos
evaluados (Cuadro 1), en éste se puede apreciar de forma
cuantitativa la descripcion de cada uno de los materiales,
por gemplo, los materiales que necesitan vernalizacion
como el triticale (AN-31-B) que necesitan
aproximadamente 15 d con temperatura Optima para
completar la vernalizacion, en su ciclo de cultivo; caso
contrario de la cebada (NARRO-92-05) y € triticale
(Eronga) que no tiene esta caracteristica, esto quiere decir
que latasa de acumulacion de biomasaen d triticale (AN-
31-B) es retardada antes de acumular |os dias necesarios
para la vernalizacion y en la cebada (NARRO-92-05) y
triticale (Eronga) la acumulacion de biomasa es méas
consistente.

Los materiales utilizados en este estudio mostraron
sensibilidad al fotoperiodo, este es un factor que define la
iniciacion floral (Hogenboom et al., 2003) y por tanto
inicio de llenado de grano, d triticale AN-125 fue d que
tuvo mayor porcentaje dereduccion en latasadedesarrollo
(75 %). En cuanto alafase dellenado de grano se observo
gue la cebada (NARRO-92-05) fue precoz ya que lo que
requirio fueron 350 GDD mientras qued triticaleAN-31-
B necesitd 750 GDD; esto coincidio con lo tardio que se
mostro € ciclo decultivo del mismo. El PHINT o filocrono
demostré que @ ciclo de cultivo de la cebada fue € més
corto delos materiales utilizados, esto se deducedelos 65
GDD que hay entrela aparicion de cada unade sus hojas.
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Cuadro 1. Coeficientes genéticos encontrados para los cultivos y variedades utilizadas en la calibracion.

Cultivo y Variedad

Coeficiente genético

PIV* P1D* P5* Gl* G2* G3*  PHINT*
Cebada (NARRO-92-05) 0 60 350 2 34 0.9 65
Trigo (AN-239) 05 50 550 28 30 1.0 70
Triticale (ERONGA) 00 65 650 5 42 1.4 75
Triticale (AN-125) 05 75 450 28 c7) 1.0 70
Triticale (AN-31-B) 15 70 750 21 4 17 80

* P1V = dias con temperatura dptima paravernalizacion; P1D = porcentaje de reducci6n en latasade desarroll o con un fotoperiodo
10 hr menor a umbral; P5 = tiempo térmico delafase dellenado degrano (°C dia); G1 = nimero de semillas por unidad de peso
dd dosel en laantésis (#/g); G2 = tamafio normal dela semilla bajo condiciones Optimas (mg); G3 = peso seco normal (total,
incluyendo grano) de un solo vastago no estresado en lamadurez (g); PHINT = tiempo térmico entrelaaparicion sucesivadelas

hojas (°C dia).
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Figura 1. Acumulacion de materia seca aérea, parcial durante € ciclo de cultivo en cebada, trigo y triticale,
simulados por DSSAT 4.0.2.0.
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Acumulacion de materia seca parcial aérea

La acumulacion de materia seca en los cultivos
estudiados mostro distintas tasas de crecimiento como
sepuede apreciar en laFigura 1. La cebadatuvo répido
crecimiento desde €l inicio del ciclo, comparado con
los demés materiales y finaliz6 su crecimiento
aproximadamente a los 90 dias después de la siembra
con un rendimiento aproximado de 9,000 kg ha?, por
otra parte el triticale (AN-31-B) presento lento
crecimiento en la primer etapa de desarrollo o que
indica que necesita dias de vernalizacion parainiciar el
amacollamiento (Ewert et al., 1996) y la finalizacion
de su ciclo fue aproximadamentealos 120 dias, después
delasiembra, con un rendimiento aproximado de 12,500
kg hat.

L os indicadores estadisticos de la calibracion que se

obtuvieron fueron r? de 0.95 para la cebada (NARRO-
92-05) y RMSE de 808.1 kg ha*. Para € trigo (AN-
239) seobtuvo unar? de0.97, la cual supera e valor de
0.63 encontrado por Rodriguez et al. (1990) al usar
CERES-trigo en la simulacion de crecimiento deforraje,
la RM SE obtenida fue de 709.4 kg ha?, por arribadela
reportada por Saseendran et al. (2004) que obtuvieron
una RM SE de 500 kg ha* pero es menor alareportada
por Langensiepen et al. (2008) con una RM SE de 3,200
kg ha?, quienes agregan que este error es elevado por
lo cual CERES-trigo debe ser mejorado
considerablemente.

Para € triticale (Eronga) se obtuvo una r? de 0.95
con una RMSE de 891.5 kg ha, parad triticale (AN-
125) seencontré unar? de0.96 y unaRMSE de 1,111.1
kg ha' y para € triticale (AN-31-B) se obtuvo una r?
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Figura 2. Acumulacion de materia seca parcial en tallo durante @ ciclo de cultivo en cebada, trigo y triticale,

simulados por DSSAT 4.0.2.0.
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de 0.98 con una RM SE de 818.5 kg ha. Estos valores
indican una alta asociacion entre datos observados y
simulados por los modelos, o cual muestra que son una
herramienta viable para estimar de forma aceptable la
acumulacion de materia seca parcial aérea.

Acumulacion de materia seca parcial en tallo

Los indicadores estadisticos de calibracion que se
obtuvieron para el componente tallo (Cuadro 2)
mostraron un coeficiente de determinacién alto, lo que
indica que la relacion entre los datos simulados con
observados tienen buen gjuste, pero la RMSE muestra
gueené triticale (AN-125) existeunaRM SE de 1,077.2
kg ha?, este se podria considerar elevado, sin embargo,
se encuentra dentro del rango de RMSE de 672.9 a
1,414.8, a excepcion de la cebada (NARRO-92-05) y
trigo (AN-239) que tienen una RMSE menor y los
valores de r? superan €l rango 0.62 a 0.92 que reportan
los modelos utilizados como ejemplos dentro del
programa DSSAT.

Cuadro 2. Coeficiente de determinacion (r?) y RMSE
obtenidos en la simulacién de acumulacion de materia seca
entallo paralos cultivos y variedades utilizados.

Cultivo y variedad r? RMSE
Cebada (NARRO-92-05) 094 624.6
Trigo (AN-239) 0.96 551.5
Triticale (Eronga) 0.96 7721
Triticale (AN-125) 094 10772
Triticale (AN-31-B) 0.97 697.9

Laacumulacion de materia seca en € componentetallo
semuestra en laFigura 2, en esta se aprecia como a final
del ciclo en d triticale Eronga y AN-125 se presentd un
desfaseen los dias 90 a 120 lo que explicad mayor grado
de variacion encontrado en estos materiales.

Acumulacion de materia seca parcial en hoja

Los resultados obtenidos de la simulacién para esta
variable indican una baja asociaciéon entre los datos
simulados 'y los observados (Figura 3).

Los indicadores de la calibracion indican que en la
cebada (NARRO-92-05) se obtuvo e menor grado de
ajuste (r?=0.09; Cuadro 3), esto se explica por la caida a
cero delos valores simulados a los 100 dias después dela
siembralo que coincide con la finalizacidn de crecimiento
de este material y para d resto de los cultivos también se
obtuvieron valores de r? bagjos aunque aceptables.

En todos los materiales, los valores de r? son bajos
aunguelas demés variables presenten buenare acidn entre

simulados y observados, ademés la simulacion de los
maodel os utilizados como ejemplos presentan al igual baja
capacidad de simulacién en este componente del
rendimiento lo que indica que € programa requiere de
mejoras en la simulacion de esta variable.

Cuadro 3. Coeficiente de determinacion (r?) y RMSE
obtenidos en la calibracién paralaacumulacion de materia
seca en hoja en los cultivos y variedades utilizados.

Cultivo y variedad r2 RMSE
Cebada (NARRO-92-05) 009 4248
Trigo (AN-239) 042 3343
Triticale (Eronga) 048 346.9
Triticale (AN-125) 054 196.6
Triticale (AN-31-B) 036 4834

Acumulacion de materia seca parcial en grano

Los resultados obtenidos de la calibracion para la
acumulacion de materia seca en grano se presentan en la
Figura 4, donde se observa que € llenado de grano inicid
entre los 65 y 85 dias después de lasiembra'y en general
se encontré una buena relacion entre los valores
observados y simulados en todos los materiales. Los
indicadores estadisticos de calibracion obtenidos de los
datos simulados con los observados para esta variable,
indican lo siguiente: un r2 de 0.58 para cebada (NARRO-
92-05), y valores de RMSE de 706.1 kg ha; Travassoy
Magrin (1998) reportan una RMSE de 397 kg ha? para
rendimiento de grano en Argentina, asi que la variabilidad
obtenida en este trabajo puede considerarse alta, esta
dispersidn se explica por la diferencia entre observados y
simulados al final ddl llenado de grano. Entrigo (AN-239)
seobtuvo unar? de0.78 en @ cual super6 @ valor der? de
0.74 encontrado por Rodriguez et al. (1990) al usar
CERES trigo en la simulacién de rendimiento de grano y
crecimiento de forraje, la RMSE fue de 565.1 kg hat,
mientras que Ghaffari et al. (2001) reportan una RMSE
de 240 kg ha, por otra parte M oreno-Sotomayor y Weiss
(2004) en Nebraska, reportan RMSE de 811 kg ha' y
Saseendran et al. (2004) reportan una RM SE de 363 kg
ha' para rendimiento de grano, lo anterior indica que los
564.1 kg ha! de desviacion estandar del error obtenida en
la presente investigacion es aceptable considerando
también que € rendimiento méximo se estimo en los 3,500
kg hat.

Para d triticale (Eronga) se obtuvo unar? de 0.98, y
una RMSE de 463.2 kg ha, para triticale (AN-125) una
r2 de 0.94 y una RMSE de 761.7 kg ha! y para triticale
(AN-31-B) se obtuvo una r? de 0.95 con una RMSE de
920.2 kg ha. La desviacion esténdar del error obtenida
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Figura 3. Acumulacion de materia seca parcial en hoja durante @ ciclo de cultivo en cebada, trigo y triticale,

simulados por DSSAT 4.0.2.0.

en los ultimos dos materiales, aungque parece eevado
podria decirse que es aceptable ya que |os rendimientos
se estimaron en 4,500 y 6,500 kg ha? respectivamente.
Cabe mencionar que en e modelo ddl triticale (Eronga)
se abtuvo un buen gjuste como se apreciaen laFigura 4,
ya que su error es de 463.2 kg ha! y su rendimiento se
estimé en 5,500 kg ha* es decir un sesgo del 8.4 %.

Validacion
La validacion se realizd paralos material es de cebada

(NARRO-92-05), trigo (AN-239), y triticale (AN-31-B).
Para esto, se utilizaron los datos medidos en campo ddl

ciclo primavera-verano 2008, y en DSSAT se utilizaron
los coeficientes genéticos obtenidos en € proceso de
calibracion dd ciclo anterior (2007).

Acumulacion de materia seca parcial aérea

En la Figura 5 se presentan los valores observados y
simulados por d modelo, en ésta se aprecia que, en los
tresmateriales, e model o sobreestimd ligeramenteal inicio
dd ciclo y, en d caso de la cebada (NARRO-92-05),
subestimo al finalizarlo. En € triticale (AN-31-B) se
present6 desfase durante todo d ciclo de cultivo.
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Figura 4. Acumulacion de materia seca parcial en grano durante € ciclo de cultivo en cebada, trigo y triticale,

simulados por DSSAT 4.0.2.0.

El grado de asociacion entre valores simulados con los
observados, al validar los mode os, presentd coeficientes
de determinacion aceptables, sin embargo, su dispersion
fue dlevada (Cuadro 4), sobretodo en lo que se refiere al
triticale (AN-31-B) que fue de 2,184.4 kg ha.

Todo esto indica que d modeo ofrece estimaciones
aceptables, pero que requiere de mayor informacién de
campo y mayor trabajo de calibracion para disminuir su
Sesgo.

Cuadro 4. Coeficiente de determinacion (r?) y RMSE
obtenidos en la validacion para la acumulacion de materia
seca parcial aérea en los cultivos y variedades utilizados.

Cultivo y variedad r? RMSE
Cebada (NARRO-92-05) 0.97 1779.2
Trigo (AN-239) 0.96 1059.3
Triticale (AN-31-B) 0.96 21844
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Figura 5. Acumulacion de materia seca aérea, parcial durante @ ciclo de cultivo en cebada, trigo, y triticale,

simulados por DSSAT 4.0.2.0 calibrado.

Acumulacion de materia seca parcial en tallo

Los valores observados y simulados por e modeo
calibrado para la acumulacion de materia seca en €
componente tallo se presentan en la Figura 5.

El grado de asociacion entre valores simulados y
observados, presenté un r? (Cuadro 5) bueno, lo cual se
explica por e comportamiento similar en la forma de
crecimiento que hay en lo simulado y 1o observado, pero
e grado de error (RMSE) entre estos valores indica, al
igual que en la acumulacién de matera seca parcial aérea,
gue existe una estimacion pobre por parte del modelo.

Cuadro 5. Coeficiente de determinacion (r?) y RMSE
obtenidos en la validacion para la acumulacién de materia
seca en tallo delos cultivos y variedades utilizados.

Cultivo y variedad r? RMSE
Cebada (NARRO-92-05) 0.94 832.7
Trigo (AN-239) 0.96 718.0
Triticale (AN-31-B) 092 18541

Acumulacion de materia seca parcial en grano

En la Figura 7 se presentan los valores observados y
los simulados por d modelo, donde se puede apreciar €
grado de precision con que simul6 €l mode o calibrado.

El grado de asociacion entre valores simulados con los
observados presentd un coeficiente de determinacién de
0.91 paralacebada (NARRO-92-05), un RM SE de 786.5
kg ha, que esté 389.5 kg ha! por arriba de lo reportado
por Travassoy Magrin (1998). Lar? obtenidaal validar €
modelo de trigo (AN-239) fuede 0.91, y d RMSE fuede
502.4 kg ha?, e cual estuvo, 262.4 kg ha por arribadelo
reportado por Ghaffari et al. (2001) y 139.4 kg hapor
arriba de lo reportado por Saseendran et al. (2004). El
grado de gjuste para € triticale (AN-31-B) fue unar? de
0.97 y un RMSE de 973.1 kg ha.

L os resultados obtenidos al validar € moddo muestran
errores superioresalosreportados por los diferentes autores
pero, considerando que en d experimento de campo de esta
investigacion se midié Unicamentelarespuestadd cultivoa
una préctica de mango, @ modeo simulé con buen nivel de
precision € inicio dellenado degranoy d rendimiento total.
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Figura6. Acumulacion demateriasecaparcial entallo duranted ciclo decultivo en cebada, trigo, y triticale, simulados

por DSSAT 4.0.2.0 calibrado.
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Figura 7. Acumulacion de materia seca parcial en grano durante € ciclo de cultivo en cebada, trigo y triticale,

simulados por DSSAT 4.0.2.0.

15



Revista Agraria -Nueva Epoca- Aiio VIl - Vol. 7 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2010

Lacalibracion delos mode os de simulacion utilizados
por DSSAT 4.0.2.0 presentan ciertas dificultades debido
a los procedimientos laboriosos de parametrizacion de
programa en cada uno de los médulos necesarios, en los
que se requiere de informacion detallada del crecimiento
y desarrollo de los cultivos con diferentes précticas de
manejo, asi como informacidn de ambiente (sueloy clima)
y caracteristicas genéticas dd cultivoy variedad a utilizar.
Los mode os calibrados tienen una ventgja importante ya
gue se pueden aplicar a diferentes cultivos y variedades.
Utilizando Unicamente diferentes précticas de mango por
computadora serd factible la estimacion de rendimientos
de los cultivos y, con esto, tomar las decisiones mas
congruentes con los recursos disponibles en la region de
trabajo.

Conclusiones

Los model os decebada, trigo, y triticaleen & programa
DSSAT 4.0.2.0 tuvieron la capacidad de simular valores
semejantes a los valores observados, parala acumulacién
de materia seca parcial aérea, y acumulacion de materia
seca parcial en grano, paralos 5 materiales estudiados. Al
validar los moddos de cebada (NARRO-92-05), trigo
(AN-239), y triticale (AN-31-B) se encontré que los
modelos calibrados, aunque simulan de forma aceptable,
requieren de mas gjustes en base la evaluacion de los
cultivos bajo diferentes précticas de mango. Los mode os
de DSSAT 4.0.2.0 pueden ser calibrados utilizando la
informacion de caracteristicas genéticas del cultivo,
ambiente (suelo y clima) del sitio asi como datos
experimentales y de mangjo ddl cultivo deinterés. Y dela
calibracidn se puede caracterizar un material genético en
base a su P1V, P1D, P5, G1, G2, G3y PHINT mismos
gue pueden ser de mayor utilidad al conocer
cuantitativamente el comportamiento de crecimiento de
un cultivo y variedad especifica.

Se confirma que los modelos de simulacién son una
herramienta viable para la prediccion de crecimiento y
desarrollo decultivosforragjeros y aplicablesenlatomade
decisiones dentro de explotaciones agropecuarias.
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Abstract

The research hypothesis is that rhizobacteria of the genus Bacillus have the property of promoting the growth of
some plants, being antagonists of phytopathogens, and being microencapsulated in a biopolimeric matrix. There-
fore, the objectives of this assay were: 1) adapting a piece of equipment, and evaluating a technique to elaborate
sodium alginate microcapsules in which rhizobacteria of Bacillus subtilis could be incorporated; 2) analyzing
the biocontrol against soilborne phytopathogenic fungi, and 3) determining the promotion of the growth of tomato
plants in greenhouse conditions. Strains of B. subtilis, identified as B1, J1, M2, and a mixture of them all were
used; the microcapsules containing the bacterial strains were attached to tomato seeds of Floradade cv. Once
the seedlings sprouted, a second application with B. subtilis was done to the flowerpots previously inoculated
with Rhizoctonia solani and Fusarium sp. fungus propagules and spores. The analyzed variables were: inci-
dence and severity of illness; plant growth; aerial dry and root weight and; foliage area and fruit yield. The
results showed that the device built, and adapted for microcapsule eaboration was efficacious; B. subtilis
strains showed its biocontrol activity when they reduced the incidence and severity of the illness by significantly
inhibiting the activity of the phytopathogens; moreover, the B. subtilis microcapsules stimulated plant growth,
and fruit yield. On the basis of the obtained results it may be concluded that the microcapsules containing
bacterial strains can be an efficacious biocontrol agent against soil pathogens, and can have a biofertilizing
activity, because they notably stimulated the growth, and yields of tomato plants, as compared with those of the
witness treatment. It is suggested to validate these results in the field to corroborate the effectiveness of the
process shown in this work.

Key words : Biological control; biopesticides; biofertilizer; solanaceous.
Resumen

La hipdtesis de esta investigacion es que las rizobacterias del género Bacillus tienen la propiedad de promover
el crecimiento de algunas plantas, ser antagonistas de fitopatégenos, y de poder ser microencapsuladas en una
matriz biopolimérica. Por lo tanto, los objetivos fueron: adaptar un equipo y evaluar una técnica para elaborar
microcdpsulas de alginato de sodio en las que se incorporaron rizobacterias de Bacillus subtilis; analizar €
biocontrol contra hongos fitopatdgenos del suelo y determinar |a promocién del crecimiento de plantas de tomate
en invernadero. Se utilizaron cepas de B. subtilis identificadas como B1, J1, M2 y la mezcla de dlas; las
microcdpsulas que contenian las cepas bacterianas fueron adheridas a semillas de tomate cv. Floradade. Una
vez que se tuvieron las plantulas se realizd otra aplicacion de microcapsulas con B. subtilis a las macetas que
fueron inoculadas previamente con propagulos y esporas de los hongos Rhizoctonia solani y Fusarium sp.
respectivamente. Las variables analizadas fueron: incidencia y severidad de la enfermedad; crecimiento de
plantas; peso seco aéreo y radicular; area foliar y rendimiento de frutos. Los resultados mostraron que el aparato
construido y adaptado para elaborar microcapsulas fue eficaz; las cepas de B. subtilis mostraron su biocontrol
ya que redujeron la incidencia y severidad de la enfermedad al inhibir significativamente la actividad de los
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fitopatogenos; ademés las microcdpsulas con B. subtilis
estimularon € crecimiento delasplantasy € rendimiento
de frutos. Con base en los resultados obtenidos se
concluye que las microcapsulas conteniendo cepas
bacterianas pueden ser un eficaz agente de biocontrol
contra patogenos del suelo y pueden tener actividad
biofertilizadora, ya que estimularon notablemente €
crecimiento y rendimiento de plantas de tomate en
comparacion con los tratamientos testigo. Se sugiere
gue estos resultados sean validados en campo para
corroborar la efectividad del proceso mostrado en este
trabajo.

Palabras clave: Control bioldgico, bioplaguicidas,
biofertilizantes, solanacesas.

Introduccién

Una alternativa para disminuir la contaminacion por €
uso de agroquimicos sintéticos en el manejo de
enfermedades del suelo es € uso de antagonistas del
género Bacillus, ya que son considerados |os més eficaces
por sus propiedades deinhibicion defitopatdgenosdd sudo
(Aino et al., 1997), asi como en la promocién del
crecimiento delas plantas einduciendo mayor rendimiento
de cultivos (Clements et al., 2002; Dong et al., 2004).
Dada su gran diversidad en € sudlo y en la rizésfera, se
considera a este microorganismo como un colonizador
eficaz. Por tal motivo, e uso derizobacterias parad control
biolégico provee una herramienta sustentable para €
control de fitopatdgenos (Ait Barka et al., 2002). El
jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ocupa € tercer
lugar en cuanto a volumen de produccion mundial, ya que
es lahortaliza que mas se consume en e mundo, se cultiva
en invernadero y campo, y, en ciertas épocas dd afio,
alcanzaprecios devados en € mercado internacional, pero
es atacado por numerosos fitopatdgenos (Estrada et al.,
2006). La pudricién dela corona dela raiz causada por F.
oxysporum disminuye hasta e 50 % de su rendimiento en
campo; ademas, este hongo causa pudriciénradical severa
y lesiones necréticas extensivas en la base dd tallo,
provocando una podredumbre en las raices secundarias,
marchitesy, finalmente, lamuerte dela planta (Herndndez-
Castillo et al., 2005). La prevencién y € control de esta
severa enfermedad se han realizado mediante diferentes
estrategias, basadas principalmente en la utilizacién de
agrogquimicos sintéicos que no logran erradicar a los
patdgenos causantes de la enfermedad y generan
resistencia debido al uso inadecuado de los pesticidas
aplicados.

Debido a lo antes sefialado, y al severo problema
ambiental causado por |os agroquimicos sintéticos, anive
mundial se estén evaluando nuevas opciones organicas 'y
bioldgicas que logren prevenir y controlar diversos

fitopatdgenos pero con menor impacto ambiental. Por esa
razon, € uso de microorganismos antagonistas para €
control de hongos patdgenos como R. solani, F. solani,
F. oxysporum y Phytophtora infestans, que atacan €
sistemaradical del tomatey otros cultivos se han estudiado
desde la perspectiva de opciones biologicas para redlizar
précticas agricolas sustentables y amigables con los
ecosistemas (Lira-Saldivar y Medina-Torres, 2007).

Por otro lado, la utilizacion excesiva de fertilizantes
sintéticos resulta en mayores costos de producciény en la
contaminacion de suelos y aguas, especialmente por los
NoCiVos nitratos; éstos también han ocasionado un proceso
de deterioro de los recursos naturales y una creciente
dificultad para removerlos. En las dos Ultimas décadas,
una de las éreas de estudio gque estan impactando
favorablementela agricultura sustentable, esla aplicacion
debiofertilizantes (Fuentes-Ramirez y Caballero-Médlado,
2006) empleando bacteriasy hongos queviven en simbiosis
con las plantas, lo cual ha resultado muy positivo para
fertilizar organicamente cultivos de leguminosas,
gramineas, y otros (Ruedaet al., 2007). Debido alos altos
costos de los fertilizantes sintéticos el uso de
microorganismos, como rizobacterias y micorrizas, se
vislumbran como los biofertilizantes del futuro, debido a
eso los trabajos de investigacion con esta orientacion
deberian alentarse y apoyarse (Shah et al., 2006).

L aencapsul acion en una matriz biodegradable con base
en quitosan, gomaguar, goma arabiga, alginato desodio, y
otros biocompuestos, han demostrado ser portadores de
microorganismos; estos biocompuestos encapsulan las
células vivas, y protegen a los microorganismos contra
estrés ambiental (Weinbrecky et al., 2004).
Adicionalmente cuando los biopolimeros son degradados
por los microorganismos del suelo, se liberan de manera
gradual pero en grandes cantidades. Estos
microencapsulados (MIC’s) presentan ventajas ya que
pueden almacenarse secos a temperatura ambiente por
periodos prolongados; ofrecen una calidad constante, un
mejor ambiente para las bacterias, y pueden ser
mani pulados facilmente (Gonzélez y Bashan, 2000).

El concepto delainmovilizacién de células microbianas
es atrapar microorganismos benéficos dentro de una matriz
o microesfera. Esta técnica puede producir muchos
compuestos Utiles paralaindustriafarmacéutica, agricola,
alimenticia, y para aplicaciones de &cidos organicos,
aminoé&cidos, enzimas, y para biodegradar materiales
toxicos (biorremediacion) durante un periodo extenso de
tiempo (Bashan et al., 2002). Los MICs son una forma
especial de empacar, en la que un material de tamafio
reducido puede ser cubierto de manera individual; en €
término microencapsulacion se incluyen MICs,
microparticulas, nanocdpsulas y sustancias bioactivas
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Figura 1. Unidad de filtrado con los componentes que conforman e dispositivo para microencapsular biocompuestos

en una matriz biopolimérica.

atrapadas o embebidas en la matriz polimérica (Fery et
al., 2004). Las formulaciones con bacterias encapsul adas
para usos agricolas tienen al menos dos objetivos diferentes
a las usadas por la industria: por una parte, protegen de
manera temporal alos microorganismos encapsulados de
factores abidticos adversos de suelo, y de la competencia
microbiana y, por otra parte, buscan liberarlos
gradualmente de manera que colonicen eficientemente las
raices delas plantas cultivadas (Wiwattanapatapee et al.,
2004; Yoony Kinam. 2004).

Debido a lo antes expuesto, y ala necesidad de contar
con opciones bioldgicas para la prevencion y control de
enfermedades fitopatdgenas, se realizd un trabajo bajo
condiciones de laboratorio e invernadero cuyos objetivos
fueron: adaptar y evaluar € funcionamiento de un aparato
para microencapsular; analizar € efecto de los MICs

conteniendo tres cepas de B. subtillis y la mezcla de las
mismas, contra R. solani y Fusarium sp., e investigar €
efecto de los MIC’s de B. subtilis en la promocién de
crecimiento, y rendimiento de tomate y su actividad
antagonica.

Materiales y Métodos

Construccion del equipo para producir
microencapsulados

La fabricacién de MICs conteniendo cepas de B.
subtilis se realizd empleando € equipo originalmente
disefiado por Carrillo y Bashan (1997), realizandole
adecuaciones mecanicas (Figura 1) para megorar su
funcionalidad en cuanto a la aspersién de mezclas y
purificacion dd aire, para asi mgorar la formacion de
MICs y evitar contaminaciones organicas e inorganicas
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hidrogd biopolimérico con las cepas bacterianas.

delas mismas. El equipo consta de unfiltro regulador con
un mandmetro integrado pararetener solidos dehasta 0.04
mm, y es alimentado con aire presurizado. Una segunda
unidad de filtro, acoplada directamente, recibe @ aireya
filtradoy lo hace pasar por otro filtro pararetener particulas
pequefias de hasta 0.01 mm.

El equipo completo paraeaborar losMICs consistede
un cuerpo de acero inoxidable con un didmetro interior de
1" con dos insertos de ¥4" para las conexiones roscadas
(Figura 2). En un inserto se pueden hacer mediciones de
lapresién end interior delarecamara, mientras queen €
otro situado en la parte inferior, es donde se instala €
contenedor con €l hidrogel biopolimérico para luego
asperjarlo a condiciones detemperaturaambientey presion
atmosférica para que se formen espontdneamente los
MICs conteniendo en su interior las cepas bacterianas.

Preparacion de los microencapsulados
bacterianos

Seutilizarontres cepas de B. subtilis identificadas como
B1, J1, M2y la mezcla de las tres (B1JLM2); las cepas
anteriormente habian sido aidadas de parcelas comerciales

(DeLaGarza, 2005). Paraestetrabajo las bacterias fueron
cultivadas en agar nutritivo, posteriormente se sembraron
en 50 mL de caldo nutritivo y se incubaron a 37 °C con
agitacion a 200 rpm/24 h. El cultivo bacteriano se
centrifugd a 5000 rpm/10 min, sedesecho € sobrenadante
y € paguete o botdn celular se resuspendié en 50 mL de
soluciénsalinaal 0.85 %; seagito envortex y secentrifugo
nuevamente a 5000 rpnv10 min, estelavado serealizé dos
veces. Nuevamente se separé el sobrenadante y se
resuspendio € botdn celular en solucion salinapara gjustar
la densidad Optica del espectrofotébmetro UV-Visible
Schimadzu 2401 PC a 540 nm a 1 de absorbancia,
determinando que la muestra contenia 1x10° UFC/mL
aproximadamente. Finalmente se tomaron 20 mL de la
suspension bacteriana gjustaday se mezclaron con 80 mL
de aginato de sodio al 2 % previamente esterilizado,
delando en agitacion por 15 min. Los 100 mL conteniendo
la mezcla de alginato de sodio y las cepas se vaciaron al
contenedor del microencapsulador y seinicid la aspersion.
Al hacer contacto la mezcla del alginato, mas € cultivo
bacteriano con el CaCl, que previamente se habia colocado
en e fondo de una charola estéril de acero inoxidable, se
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Fig. b

Figura 3. Alaizquierda (Fig. a) semuestran losmicroencapsul ados (4500 X) conteniendo las cepasbacterianasy aladerecha (Fig.
b) se observauna semillade tomaste cubierta con las microcapsulas (300 X).

formaron las microcdpsulas. A continuacion las
microesferas en la solucion de CaCl, se vaciaron en un
matraz estéril manteniéndose en agitacion por una hora;
después se separaron los M1Cs de la solucion utilizando
papel filtro, selavaron con solucion salinaal 0.85 %, se
retird la solucion salina, se adicion6é caldo nutritivoala
concentracién de 1:50 (p/v), y seincubaron a 37 °C/18
h con agitacion constante. Después se realizo otro
lavado siguiendo los pasos anteriores, se colocaron los
MICs en cajas petri con papel filtro estéril y se secaron
a 40 °C/72 h. Finalmente, para €l recuento de las UFC/
mL, sedisolvié 0.01g de MICs en un tubo conteniendo
ImL de solucion salina, y se sembraron por extension
con varilladevidrio en cajas petri, las cuales contenian
agar nutritivo, y seincubaron a 37 °C/24 h.

Inoculacion de los microencapsulados en
semillas

Las semillas de tomate variedad Floradade fueron
lavadas con agua potable en un recipiente, se decanto
el agua, y se adiciond una solucién de tween 20 al 2 %,
manteniéndolos en agitacion durante 10 min; e tween
se decant0, y se le adicioné una solucion de NaClO, al
3% con agitacion durante 5 min. Se adicion6 una
solucion de Na,S,0, 5H,0 al 2 % agitandose 5 min,
para luego lavarse cinco veces con agua destilada
estéril. Las semillas, secadas a temperatura ambiente,
se inocularon manualmente, se humedecieron con una
solucion de pegamento vinilico (Resistol ®) al 0.5 %y
se mezclaron con las MICs para adherirlas a las
semillas; posteriormente se realizd una observacion
microscopica para comprobarlo (Figuras 3ay 3b).

Produccién de pléantulas e inoculacion de
fitopatdgenos

Las semillas inoculadas con Bacillus de MICs se
sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades
previamente desinfectadas con una solucion de NaClO,
al 3 %; como sustrato se utilizo peat-mossy perlita (50:50
p/p) las charolas se colocaron sobre mesas metélicas en
un invernadero. Ya germinadas las semillas y cuando las
plantulas alcanzaron una altura promedio de 10 cm se
transplantaron amacetas de pléastico de 10 L de capacidad
las cuales contenian 5 kg de suelo que previamente fue
infestado con 400,000 propagulos por mL de R. solani y
la misma cantidad de esporas de Fusarium sp. Las
macetas se colocaron en e invernadero durante 90 dias a
unatemperatura promedio de 24-26 °C, con Tmax y Tmin
de 36y 22 + 2°C respectivamente. Se aplicaron riegos y
fertilizacion, de macro y micronutrientes, con riego
automatizado cada tresdias. Las macetas sedistribuyeron
mediante un disefio completamente al azar, con doce
repeticiones, y sais tratamientos, en los que se incluyeron
las tres cepas bacterianas (B1, J1, M2) y lamezcladelas
mismas (B1J1IM2); también se incluyeron un testigo
quimico (tiabendazol a la dosis recomendada
comercialmente), y un testigo absoluto (sin fungicida). La
aplicacion de los MICs con B. subtilis a las macetas se
realizd previamente al trasplante incorporando 0.01 g en
una horadacién hecha en @ centro de las macetas que
previamente fueron inoculadas con propagulos 'y esporas
de Rhizoctonia solani y Fusarium sp.; posteriormente
serealiz6 d trasplante.

Par &metros evaluados en plantas

A los 30 y 60 dias, después dd trasplante (DDT), se
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utilizaron cuatro plantas para evaluar € efecto de los
tratamientos aplicados; por lo tanto, se midio altura, peso
frescoy secoderaiz, tallo, y hojas, asi como d &reafoliar;
al final del ciclo (90 DDT) se midieron los mismos
pardmetros, incluyendo diametro, y peso de frutos.
También se determinaron incidencia y severidad de la
enfermedad causada por los patégenos. Por lo tanto se
observaron plantas libres de suelo, y residuos organicos,
para detectar € nimero de plantas sanas y enfermas;
consi derédndose enfermas aquellas que mostraban sintomas
tipicos de tallos con lesiones necréticas, marchites,
pardeamiento y destruccion de la corteza, y del cilindro
central de la raiz. La proporcién de plantas con raices
dafiadas se expreso en porcentgje. Para establecer € grado
de severidad de dafio de los hongos se determiné € peso
de raiz dafada; cuantificando € peso total de raiz dafiada
por los patdgenos y se pesd. Con estos datos se determind
el porcentgje en peso de raiz dafiada. La determinacion
de la severidad del dafio se realiz6 mediante la escala
reportada por Engelhard (1986), la cual establece una
escala de 0-5 que serelaciona con sintomas necréticos en
hojas; haces vasculares dafiados dd tallo; sintomas de
hojas marchitas, achaparramiento y muerte de la planta.

Resultados y Discusion

Efecto de los microencapsulados con Bacillus en
crecimiento y &rea foliar

Los tratamientos aplicados mostraron diferencias
significativas (P<0.01) en las variables de crecimiento y
area foliar (Cuadro 1). En cuanto a altura de plantas la
mezcla delas cepas (B1J1M 2) mostrd ser més eficaz para
estimular € crecimiento, ya que reportd € mayor valor
promedio (121.05 cm), pero fue estadisticamenteigual que
las cepas B1 y J1. Las plantas tratadas con MICs
mostraron en promedio 18.2 % mayor alturaquelosTQy
TA. Un trabajo redlizado en tomate por Terry y Leyva
(2006), con otras rizobacterias, reportd un efecto positivo
con la coinoculacion micorriza-rizobacteria en el
crecimiento de plantulas, siendo la altura superior en 23%
respecto al testigo; también se logré una eficiencia del 40
% respecto a la fertilizacion nitrogenada. Al realizar
trabajos en condiciones de laboratorio y campo utilizando
bacterias promotoras del crecimiento en e cultivo de
lechuga. Diaz et al. (2001) reportan que la cepa Hafnia
alvei P-3 incrementd la germinacion en 36.5 % en
comparacion al testigo, mientras que en campo la misma
cepaincrementd d peso secoen 371 %y d volumen radical
en 300 %; ademés increment6 en 240 % d areafaliar. En
este estudio € &rea foliar de plantas de tomate también
mostré ser influida por los tratamientos con MICs ya que
produjeron mas follaje que los tratamientos testigo (TQ y
TA), reportando 48.4 y 44.6 % menos area foliar

respectivamente. Esto sugiere un efecto bioestimulador
de las cepas bacterianas de Bacillus similar a producido
por otrasrizobacterias con actividad biofertilizadora como
lo han consignado Viera'y Alvarez (2006).

Cuadro 1. Altura y area foliar de plantas de tomate cv.
Floradade sometidas a tratamientos de Bacillus subtilis
en micoencapsulados

Tratamientos Altura (cm) Area foliar (cm?)
Bacillus B1 119.47a 6857.01b
Bacillus J1 118.65a 7762.92a
Bacillus M2 102.95b 5393.32b
Mezcla de Bacillus  121.05a 7022.90a
*TQ 99.05b 4007.51c
**TA 98.9b 4302.63 bc
CV (%) 31 9.29

Testigo quimico; **Testigo absoluto. Cifras con las mismas
letras son estadisticamenteiguales (Tukey, pd”0.01)

Efecto en produccién de biomasa y rendimiento

La biomasa seca de hojas por planta fue claramente
estimulada con los MICs de Bacillus (Cuadro 2), ya que
las cepasB1ly J1 reportaron los méximos valores (116.41
y 107.57 g), siendo estadisticamente superiores (P<0.01)
al resto delos tratamientos. El contraste entre la media de
biomasa foliar seca fue notable entre € resultado de la
cepa Bl y 6 testigo absoluto, € cual report6 solo 26.21
gr; esto representa una diferencia de 77.5 % menos peso
seco de hojas.

Cuadro 2. Peso de biomasa seca aérea 'y subterranea (g)
en plantas de tomate cv. Floradade sometidas a
tratamientos de Bacillus subtilis en micoencapsulados

Tratamientos Hojas Tallos Raices

Bacillus B1 116.41a 30.31ab 31.28¢
Bacillus J1 107.57 a 31.92ab 38.76b
Bacillus M2 87.67b 27.90b 32.04c
Mezcla de Bacillus  94.51Db 34.69a 96.63 a
*TQ 8241c 28.06b 33.38bc
**TA 26.21d 1457c 13.92d
CV (%) 6.54 8.32 6.97

Testigo quimico. ** Testigo absoluto. Cifrascon las mismas|le-
tras son estadisticamente igual es(Tukey, Pd” 0.01)

La biomasa producida en los tallos también resultd
afectada favorablemente con la aplicacion de MICs ya
guelamezcladelas cepas (B1J1IM 2) produjo, en promedio,
34.69 gr, resultando estadisticamente superior (P<0.01) a
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Figura 4. Rendimiento promedio de plantas de tomate sometidas a tratamientos de cepas bacterianas de Bacillus subtilis
microencapsuladas. Testigo quimico (TQ); Testigo absol uto (TA)

los dos tratamientos testigo, ya qued TQ report6 28.06 g
y € TA s6lo 14.57 g. Esto representa 19.3 y 58 %,
respectivamente, menos biomasa seca de tallos. Estos
resultados son coincidentes con lo reportado por De la
Garza-Rodriguez (2005) quien sefialaquelostratamientos
con una mezcla de diferentes cepas nativas de B. subtilis
produjeron raices significativamente maslargas (144.5 %).
ademas, d peso seco fue 191.4% mayor con respecto al
testigo. Resultados similares también fueron reportados
por Iglesias et al. (2000) utilizando Azotobacterias y
Endogone sp. en d cultivo de trigo, ya que obtuvieron
mayor atura, y biomasa aéreay radicular de las plantas.

Por lo que respecta a biomasa radicular |a tendencia
estimuladora de los MICs también se pudo apreciar en
este trabgjo, ya que se observaron diferencias estadisticas
significativas (P<0.01); d tratamiento B1J1M2 produjo,
en promedio, 96.63 g mientras qued TA report solo 13.92
gr, esto significa una diferencia de 85.6 % menos biomasa
radicular, en plantas testigo que no recibieron aplicacion
defungicida, en cambio € testigo quimico, con aplicaciones
de tiabendazol, report6 33.38 g; esto significa una
disminucion de 65 % en lamasa radicular, en comparacion
con las plantas tratadas con la mezcla de Bacillus. En €
caso especifico de tomate, hay reportes de trabajos donde
se ha combinado Azotobacter + Pseudomonas (Martinez
et al., 2002) y Azotobacter + G fasciculatum (Pulido,
2002), sus resultados indican que esos microorgani smos
también estimularon la produccién de biomasa radicular.
En la Figura 4 se muestran los datos correspondientes a

rendimiento de frutos de tomate. Los tratamientos con
MICs deBacillus estimularon significativamente (P<0.01)
el rendimiento ya que la cepa J1 report6 en promedio 600
g por planta, mientras que € TA solo 180 g; esto significa
una diferencia de 70% menor rendimiento. Resultados
como estos evidencian € potencial delas rizobacterias de
estimular de manera sustentable el crecimiento y
produccién de biomasa repercutiendo directamente en €
rendimiento, por lo puede considerarse que proporcionan
grandes ventajas para su utilizacion en la agricultura
sustentable o ecoldgica (Shah et al., 2006).

Efecto de las cepas microencapsuladas en
incidencia y severidad

Laincidenciadd dafioradicular al final deciclo causado
por R. solani y Fusarium sp. que fueron inoculados al
suelo de las macetas fue inexistente en los tratamientos
con MICs de Bacillus B1, J1 y la mezcla de las tres
bacterias (Cuadro 3), lo que resultd estadisticamente
inferior (P<0.01) a la incidencia observada enlos TQ y
TA (27 %y 75 %) respectivamente. En € mismo Cuadro
3 semuestraquelaseveridad del dafio fue estadisticamente
diferente entre tratamientos (P<0.01), yaqued 100 % de
las plantas del TA y 65 % de las del TQ resultaron
severamente dafiadas por los fitopatdgenos; 1o cual implico
la muerte total y parcial de esos tratamientos testigo. En
cambio los MICs proporcionaron una proteccion muy
evidente en los tratamientos B1, J1 y la mezcla de las
tres. Veessey (2003) también hareportado que las bacterias
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promotoras del crecimiento de las plantas, ademéas de Ait Barka, E., S. Gognies, J. Nowak, J. C. Audran and A.

mostrar un eficaz antagonismo contra hongos patogénicos,
resultan ser eficaces biofertilizantes en numerosos cultivos.

Cuadr o 3. Efecto demicroencapsulados de Bacillus sobre
la incidencia de pudricion de raiz y severidad de la
enfermedad en plantas detomateal final ddl ciclodecultivo

Tratamientos Incidencia (%) Severidad
Bacillus B1 od Oc
Bacillus J1 od Oc
Bacillus M2 12¢c 15c
Mezcla de Bacillus od Oc
*TQ 27b 35b
**TA 75 a 50a
CV (%) 10.4 12

Testigo quimico; **Testigo absoluto. Cifras con las mismas
letras son estadisticamenteiguales (Tukey, Pdes 0.01)

Conclusiones

El aparato construido, y adaptado, fue eficaz para
elaborar microcapsulas conteniendo cepas de B. subtilis
gue mostraron poder estimular € crecimiento de plantas,
produccion debiomasay rendimiento defrutos; gercieron,
ademas, un claro biocontrol ya queredujeron laincidencia
y severidad de la enfermedad al inhibir la actividad
infectiva de R. solani y Fusarium sp. Estos resultados
sugieren que las microcapsulas conteniendo cepas
bacterianas pueden ser un eficaz agente de biocontrol
contra patdgenos del suelo, y pueden tener actividad
biofertilizadora en comparacion con los tratamientos
testigo. Seria recomendable que estos resultados sean
validados en campo para corroborar la efectividad
mostrada en este trabajo.
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Abstract

Theambrosial pinhole borer (Euplatypus segnis Chapuis) is associated to Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Alternaria alternata and Botryodiplodia theobromae which cause regressive death in pecan trees [Carya
illinoinensis (Wangenh.)]. In some regions of northern Mexico it has been estimated that, due to this combina-
tion of insects and phytopathogenic fungi, general losses in pecan yields go far more than 20%. It has also been
observed that some trees manage to survive with, and without, chemical treatment. The objective of this assay
was to determine some of the biochemical changes (content of N, raw protein, terpens, condensate and hydrolyz-
able tannins, cellulose, lignin and silica) that occur in the trees of Western cultivars colonized by this complex.
Three healthy, and 3 damaged trees, of 3 orchards were sampled and analyzed in 3 municipalities in the Mexican
state of Coahuila. Theresults were analyzed under a completely randomized nested design; for mean comparison
a Tukey test (P<0.05) was applied. The results indicated that the content of terpens, hydrolyzable tannins, cellu-
lose, lignin, and silica increased significantly in the damaged trees, as compared to the healthy ones, thus it can be
concluded that these components increase as a chemical defensive answer of the pecan tree to the invasion of
insect, and to the enzymatic action of the associated phytopathogenic fungi

Key words: Carya illinoensis, ambrosial pinhole borer, characterization, identification.

Resumen

El insecto barrenador ambrosial Euplatypus segnis Chapuis esta asociado a Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Alternaria alternata y Botryodiplodia theobromae los cuales provocan muerte regresiva en nogal
pecanero [Carya illinoinensis (Wangenh.)]. En algunas regiones del norte de México se han llegado a estimar
pérdidas de mas del 20 % en la produccion, por esta combinacion de insectos y hongos fitopatdgenos. Asimismo
se ha observado que algunos arboles logran sobrevivir con, y sin, tratamiento quimico. El objetivo de este estudio
fue determinar algunos de | os cambios bioguimicos (contenido de N, proteina cruda, terpenos, taninos condensados
e hidrolizables, celulosa, lignina y silice) que ocurren en los arboles del cultivar Western colonizado por este
complejo. Se analizaron tres érboles sanos y tres dafiados de tres huertas muestreadas en tres municipios del
estado de Coahuila. Para el andlisis de las respuestas se utilizd un disefio anidado, se realizé la prueba de
comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<0.05). Los resultados indicaron que el contenido de terpenos,
taninos hidrolizables, celulosa, lignina, y silice aumentaron significativamente en los érboles dafiados, en comparacion
de los sanos, esto permite inferir que estos componentes aumentan como una respuesta quimica de defensa del
nogal pecanero alainvasion del insecto, y a la accidn enzimatica de los hongos fitopatdgenos asociados.

Palabras clave: Carya illinoensis, barrenador ambrosial, caracterizacion, identificacion.

Introduccion illinoinensis (Wangenh.) K. Koch], con una densidad de

En los municipios de Parras, Torreon, y General 525,060 arboles. En el 20 % de la superficie se ha
Cepeda, en € sur dd estado de Coahuila, México, se reportado la presencia del barrenador ambrosial
producen 19,345 ton anuales de nuez pecanera [Carya Euplatypus segnis Chapuis, que ha ocasionado pérdidas
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enlaproduccién dehasta 773.82 ton. (CESAVECO, 2006).
El insecto esta asociado a los hongos; Fusarium solani,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y
Botryodiplodia theobromae que, en pruebas de
patogenicidad, demostraron ser fitopatdgenos en arboles
de nogal de la variedad Western bajo condiciones de
invernadero (Alvidrez, 2007). Los sintomas observados
en campo en &rboles colonizados fueron; orificios de
entrada con aserrin, excreciones liquidas de color
cristalino-rojizo, que se tornan a café obscuro, y un olor
penetrante. Al desprender la corteza se distinguieron
orificios de 2 mm de didmetro, y manchas necrdéticas con
diversas tonalidades en forma de punta de diamante.
También se apreciaron sintomas de pérdida de turgencia,
amarillamiento, caida de hojas, muerteparcial deramas, y
muerte total del arbol, en lapsos de tiempo relativamente
cortos (tres meses a un afo), sin embargo es importante
mencionar que algunos de €los logran sobrevivir con, y
sin, ninglin tratamiento. Esto hace pensar que se presentan
cambios bioquimicos o estructurales, o ambos alavez como
mecanismos de defensa de los érboles, pudiendo ser
constitutivas, o inducidas, por la presencia de patdégenos
(Vivanco, 2005). En este sentido las coniferas presentan
ambos mecanismos bioquimicos de defensa contra e
ataque deinsectos y lainfeccion de patdgenos (Berryman,
1972; Christiansen et al ., 1993).

Aungue los terpenos estén asociados mas cominmente
a especies de coniferas, también se han detectado en otras
plantas, incluyendo angiospermas (Zwenger et al., 2008).
Eyles et al. (2003) reportan un aumento de compuestos
polifendlicos, incluso taninos hidrolizables,
proantocianidinas (taninos condensados), y glicosidos
flavonoides en el xilema de arboles de Eucal yptus
globulus (Labhill) y Eucal yptus nitens (Maiden), 17 meses
después de ser lesionado artificialmente, y sefialan que €
variado rango de metabolitos secundarios descubiertos en
la herida de la madera, es una respuesta a su reparacion.
El ataquefungico sobrela celulosaenlas paredes celulares
reduce la flexibilidad y la resistencia, mientras que la
degradacion de la lignina afecta la resistencia a la
compresiéon de la madera, de hecho una pérdida
significativa de esta resistencia ya ocurre incluso antes de
guela pudricion sea detectada en la madera (Wilcox, 1978).
Por otra parte, no existen reportes de quelacelulosatenga
relacion con la defensa contra patdgenos, sin embargo los
datos eso sugieren. Wainhouse et al. (1998) confirmaron
la importancia de la lignina como una barrera mecanica
de defensa desarrollada en los é&rboles, dado que cuando
el barrenador Dendroctonus micans se establecio en
abetos noruegos, habia una relacion negativa entre la
cantidad de lignina, y d tamafio de la galeria de adultos.
Asi mismo algunas biomol éculas como aldehidos, terpenacs,

ésteres monoterpenoides, ésteres de cianohidrina,
cianohidrinas, sesquiterpencs, aceites esenciales, furanos,
alcaloides, y compuestos fendlicos (taninos) estan
presentes, de manera natural, en plantas, y han mostrado
actividad insecticida o fitotoxica, en € control de plagas
(Vézquez et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue
determinar algunos de los cambios bioguimicos que
presentan los arboles de nogal pecanero dafiados por la
presencia dd barrenador ambrosial Euplatypus segnis, y
los hongos asociados a este.

Materiales y Métodos
Zona de estudio

La colecta de tejido vegetal de &rboles de nogal
pecanero enfermo y sano se realiz6 en tres municipios del
estado de Coahuila: Parras de la Fuente (25° 22' N, 102°
11' W; dltitud de 1520 msnm) General Cepeda (25° 22" N,
101° 28' W; altitud de 1470 msnm), y Torreon (25°42' N,
103° 27" W; altitud de 1120 msnm). Se muestrearon tres
huertas por municipio, y en cada una de ellas se
sdeccionaron tres arboles de la variedad, de 20 afios de
edad, dafiados en fase 3, esto es 50 % de area foliar
dafiada, de 25 a 50 orificios de entrada, y presencia de
aserrin en la base del tallo, y tres arboles sanos. Las
muestras de madera sana y dafiada para los andlisis
quimicos de cada &rbol denogal se obtuvierondelaprimera
troza cortada a 0.30 my a 2.60 m dd sudlo de acuerdo
con la norma TAPPI T 257-0s 76. En este estudio las
rodajas se cortaron de 2 cm debido a que los didmetros de
las trozas fueron menores a los que especifica la norma,
ademas de considerarse material para imprevistos. Se
obtuvo maderade centroy las otras dos aproximadamente
a 15 cm de cada cabezal (inferior y superior), de elas se
realizaron las determinaciones bioquimicas, que incluyen
al N, proteina cruda, terpenos, taninos condensados e
hidrolizables, ceulosa, lignina y silice. Las muestras se
trasladaron al laboratorio en bolsas de polietileno de 20
kg, con d fin deevitar su deshidrataciony la dispersion de
insectos (larvas y adultos). Posteriormente, las rodajas se
descortezaron y secaron en estufa de circulacion forzada
a 60 °C. Luego se adtillaron y molieron en un molino tipo
Wiley, y se pasaron a través de una malla No. 40 durante
48 h; enseguida se guardaron a temperatura ambiente en
recipientes opacos para evitar la exposicion directa a la
luz (Honorato-Salazar, 1998).

Extraccién de polifenoles

Se colocaron 5 g de polvo de cada una de las muestras
de madera sanay enferma en matraces Erlen Meyer (1000
mL) con 20 mL de acetona al 70 % (relacion 1:4). Los
matraces se forraron con papd aluminio para evitar la
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exposicidn delaluz. Se monté un sistema de reflujo a una
temperatura de 60 °C por 12 h. Una vez terminado €
reflujo, se filtré con tela de tul, @ extracto recuperado se
centrifugd por 10 min a 3500 rpm. Al extracto seleretird
e solvente con un rotavapor (Yamato res540) en € que
se mantuvo una temperatura de 60 °C, evitando la
exposicion alaluz.

Deter minaciéon de Metabolitos Secundarios

Taninos hidrolizables. Se preparé una curva patron
utilizando una solucién estédndar de acido gélico, a una
concentracion 0.4 g L. Se etiquetaron cinco tubos de
ensayo dd 0 al 4, y seafiadieron -a cada tubo- 0, 0.1, 0.2,
0.3y 0.4 mL de la solucién estandar, posteriormente se
agregbacadauno0.4,0.3,0.2,0.1y O mL deaguadestilada
respectivamente. Enseguida se afiadieron 400 pL de los
extractos recuperados de las muestras de madera sana y
enfermadiluidaen untubo deensayo (extractos en dilucion
1:100), al que se le adicionaron 400 pL del reactivo
comercial Folin Ciocalteu, seagitdy se deé reposar por 5
min. Después se adicionaron 400 L de carbonato de sodio
(0.01 M), se agitd, y se dejo reposar por 5 min.
Posteriormente se diluy6 con 2 mL de agua destilada,
enseguida se tomo lectura en un espectrofotometro UV/
Visible (Thermo Spectronic, Biomate3) a 725 nm para
determinar fenoles totales. Los célculos se realizaron con
los datos de las lecturas de las muestras y aplicando la
ecuacionY=5.235X —0.0256, obtenidaen lacurvapatron
(R?2=9991). El ensayo serealiz6 por triplicado (Ventura-
Sobrevilla, 2006).

Taninos condensados. Se prepard una curva patron
utilizando una solucion estandar de catequina a una
concentracion 1 g L%, Seetiquetaron cinco tubos deensayo
del 0 al 4, seles deposité a cada uno 0, 0.25, 0.50, 0.75y
1 mL delasolucion estédndar, respectivamente, y seafiadio,
0.75, 0.50, 0.25y 0 mL deagua destilada. A lostubos con
muestra se les agreg6 500 pL de la muestra diluida en un
tubo de ensayo (16 x 150), al que sele adiciond 3 mL de
HC1-butanol a 10 %, luego sele adicionaron 100 pL de
reactivo férrico. Estos tubos se sellaron para evitar la
evaporacion del NC1-butanol. Después se colocd 1h en
bafio maria con agua hirviendo a100 °C, sedg 6 enfriar, y
se tomo lectura en un espectrofotometro UV/Visible
(Thermo Spectronic, Biomate3) a460 nm de absorbancia
Para cuantificar taninos condensados en los extractos de
las muestras de madera sana y enferma, primero se hizo
una dilucion 1:100 y después se procedio deigual manera
que para la curva patron; tomando de aqui 500 iL para
transferirlos a los tubos con rosca, y sele agregd  HCI-
butanal y reactivo férico, para después ponerlos en bafio
maria a 100 °C por 1 h. Las lecturas obtenidas de las
muestras fueron calculadas por la ecuacion Y= 1.6102X

—0.329, obtenida en la curva patron (R2= 9967). Dicho
ensayo serealiz6 por triplicado (Ventura-Sobrevilla, 2006).

N y Proteina Cruda. Se pesaron 5 g por muestra en
papel filtro, se colocaron en un matraz Kjeldhal, se
agregaron 5 perlas de vidrio, y una cucharada de mezcla
reactiva de Se, como catalizador, mas 30 mL de H, SO,
concentrado, y se colocd en un digestor hasta observar
cambio de tonalidad de café oscuro a verde claro. Parala
destilacion, en un matraz se agregaron 300 mL deH ,O
destilada, 5 granallas de zinc, 110 mL de Na OH al 45 %.
En un Matraz Erlen Mayer de 500ml se adicionaron 50
mL deH_,BO ,al 4 %, mas 5 gotas deindicador mixtoy se
destilo hastarecuperar 300 mL. Latitulacion serealizd en
bureta graduada con H ,SO ,al 0.11173N. La
determinacion del N se obtuvo de la digestion himeda de
la materia orgénica y de la cuantificacion de amoniaco
producido a partir del N. Considerando que € N s6lo
proviene de las proteinas y que estas lo contienen en
aproximadamente un 16 %, se estimd su concentracion
en porcentaje. Para cuantificar la proteina cruda se
multiplico @ % de N, por € factor de proteina 6.25.

Terpenos. Se colocaron 2 g de muestra de madera sana,
y enferma, por dedal de extraccién que seintrodujo en un
extractor Soxhlet, se mont6 & equipo con matraces de
cuello esmerilado previamente pesados sobre manto
eléctrico, agregando hexano. La extraccion se realizé por
12 h y luego se dimind d solvente en mufla, enfriando
después en campana de secado, y se pesaron |os matraces.
El porcentaje de extracto en hexano, correspondiente al
contenido de terpenos por muestra se calculé mediante la
diferencia con € pesoinicial (Mufioz et al., 2004).

Lignina, Celulosa y Silice. Se peso 1 g de cada una de
las muestras de madera molida de nogal sano y darfiado,
dentro de un vaso Berzdius de 600 ml, se afiadieron 200
ml de solucién &cido detergente y 2 ml de
decahidronaftaleno, y posteriormente se calentaron sobre
parrillas hasta ebullicién por 1 h. La solucién sefiltro a
través devacio sobre un crisol de capa porosa previamente
tarado. El residuo sélido se lavé dos veces con agua
destilada caliente, enseguida selavo con 50 mL de acetona
hasta desaparecer € color, sedimind € residuo de solvente
y enseguida se colocé en una estufa de secado a 105 °C,
durante 12 h, posteriormente las muestras se colocaron
en una campana de secado por 30 min, para obtener la
fibra &cido detergente (FAD), que se colocd en crisoles
sobre una caja petri con agua fria, y se le agregd 25 mL
de solucion combinada de permanganato de potasio, al
menos cinco veces durante 90 min. Los crisoles de capa
porosasefiltraron sobre un embudo devacio hastadiminar
la solucion de permanganato. Los crisoles se depositaron
sobre cajas petri y selesafiadio solucidn desmineralizadora
hasta la mitad del volumen de crisol, dgando actuar la
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solucion por 5 min. El proceso se repitié dos veces, hasta
que d residuo quedo blanquecino, enseguida se lavé dos
veces con alcohol al 70 %, y se secaron los crisoles a 105
°C, dgjandose enfriar en desecador para obtener € peso
delalignina. Las muestras de la determinacion de lignina
se incineraron en una mufla a 570 °C, dgéandose enfriar
en desecador para obtener € peso dela cdulosa a la que
seleagrego &cido bérico al 48 %y selavaron con acetona,
se incineraron en mufla a 570 °C, dgandose enfriar en
desecador para obtener € peso dd silice (Van Soest and
Wine, 1988).Se utilizd un disefio anidado completamente
al azar; dondelas huertas estén anidadas en los municipios;
las repeti ciones con anidamiento en municipios por huerta;
el estado fisiologico por municipios, y estado fisioldgico
por huerta anidada enlos municipios. Serealizo unANOVA
y comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey
P<0.05 (SAS para Windows, V8)

Resultados y Discusién

Los resultados de los andlisis quimicos de madera de
nogal sanay dafada entre municipios (Cuadro 1) indican
que no existi6 diferencia significativa en € contenido de
N y proteinacruda, terpenos, taninos condensados, y silice.
L a concentracion detaninos hidrolizablesfuemasaltapara
Torredn (1.02 me/cat), seguido por General Cepeda y
Parras. Los valores de celulosa fueron superiores en
Torredn y Parras en relacion a General Cepeda.

resistencia o susceptibilidad de las plantas a |os insectos
plagay alas enfermedades, a cambiar la composicion
de nutrientes en los &rboles. Por otro lado € N total ha
sido considerado un factor nutricional critico que
modifica la abundanciay € comportamiento de los
insectos (Mattson, 1980).

El nive proteina cruda (Pc), en arboles sanos (3.38 %)
y dafiados (3.43 %), fue similar (Cuadro 2). Torres et al.
(2005) mencionan que los diferentes periodos de lluvia
aumentan significativamented contenido y produccion de
proteina en la biomasa disponible (% PC/kg ha™') y no
disponible; Las defensas quimicas basado en proteina en
los &rboles incluyen las enzimas como € quitinasas y
glucanasas que pueden degradar los componentes del
organismos invasor. Los inhibidores de las enzimas
interfieren con la habilidad del organismo de utilizar
recursosdd tgido invadido. Otras enzimasinducibles como
la peroxidasas y lacasas pueden hacer las paredes
celulares mas duras a través de la promocion de
lignificacion, afectando directamente el organismo del
invasor. Las defensas basado en proteina pueden ser
favorablemente especificas aun organismo particular, pero
sdlo un subconjunto pequefio de dlas pueden regularse
durante d ataque de un hongo patdgeno especifico, gemplo
dedlo es d abeto de Noruega (Hietala et al., 2004; Nagy
et al., 2004).

Cuadro 1. Composicién bioquimica de arboles de nogal pecanero muestreados en tres diferentes municipios del

estado de Coahuila.

Municipios N (%) Pc (%) T (%) TC (melac. gal) TH (melcat) C (%) L (%) S(%)

Torredn 0.55484a 3.4678a 3.8928a 0.81619a 1.01965a 62.142a 14.8311ab 1.14714a
Parras 0.52610a 3.288la 4.9817a 0.82553 a 0.87363c  61.639a 13.6483b 1.17007a
G Cepeda 0.55537a 3471la 4.2272a 0.79769 a 0.97114b  57.102b 15.499%4a 1.17108a

Medias con literal esdistintas en la mismacolumnason diferentes (P<0,05); N= nitrégeno; Pc= proteinacruda; T= terpenos; TC=
tani nos condensados; TH=taninoshidrolizables; C= celulosa; L=ligninay S=silice.

El contenido de lignina (Cuadro 1), fue mayor en
General Cepeda (15.49 %) que en Parras (13.64 %). Las
huertas muestreadas en los tres municipios mostraron
niveles de mane o agroecol 6gico clave: como es lamejora
de la calidad del suelo por la incorporacion de materia
organica y d manejo de la fertilidad. Estas condiciones
inducen una mayor resistencia delas plantas alosinsectos
plaga (Phelan et al., 1995).

Los valores de la composicién quimica de &rboles
enfermos y sanos (Cuadro 2), indicaron que la
concentracion de nitrégeno (N) no fue significativa, 1o
que sugiere un nivel defertilizacion similar en las
huertas muestreadas. En este sentido las précticas de
fertilizacion pueden tener efectos indirectos en la

Cuadro 2. Composicion bioquimica de &rboles de nogal
pecanero, enfermos y sanos, muestreados en tres
diferentes municipios del estado de Coahuila.

Estado Fisiologico N (%) Pc (%)

0.54144a 3.384a
054943a 3.434a

Sano
Enfermo

Medias con literal esdistintas en la misma columna son diferen-
tes(P<0,05). 1= sano; 2 = dafiado; N = Nitrégeno; Pc = proteina
cruda

L os terpenos aumentaron significativamente en los
arboles denogal pecanero atacados por € complgoinsecto
barrenador-hongos (Cuadro 3) como ocurre en especies
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de coniferas (Zwenger et al. 2008). Trapp y Croteau
(2001) determinaron que aumentar las concentraciones
de terpenos es una respuesta del hospedero a los insectos
cuando taladran y socavan en € tgido delos arboles. Los
terpenos también han demostrado inhibir € desarrollo del
patogeno (Klepzig et al., 1996). Aunque hay unarespuesta
inducida alainvasion deinsectos, labiosintesis deterpenos
toma tiempo y ocurre después de que los barrenadores
han transportado las hifas a la maderay € patdgeno se
establece, la distribucion de terpenos puede variar dentro
de una especie (Semiz et al., 2007). Thompson et al.
(2006) encontraron altas concentraciones de terpenos en
el xilemay bajas en d floema, asi como niveles moderados
en la savia de la madera en @ andlisis de muestras de
arboles. Kessler y Baldwin (2001) demostraron que los
insectos herbivoros pueden inducir la emision de terpenos
deunaplanta, y también hacen quela planta emita sefiales
para atraer especies predatoras. Estos experimentos
proporcionan no solamente la evidencia del gran alcance
dd rol de los terpenos para la defensa de la planta, sino
también dan un modelo de coevolucion entre plantas,
acaros, e insectos.

Los taninos condensados (Cuadro 3) se redujeron en
arboles enfermos. Alonso et al. (2001) refieren que en
plantas de Calluna vulgaris los aumentos en las
concentraciones de Nitrégeno, promueven disminucion en
compuestos fendlicos totales y en los niveles de taninos
condensados.

La concentracion de taninos hidrolizables aument6
considerablemente en la madera enferma en relacion a la
madera sana (Cuadro 3), esto es una respuesta de las
plantas ante € complego insecto-patdgeno, dado que los
compuestos tanicos desempefian una funcion relevante en
los mecani smos deresistencia alos organismos patdgenos,
debido a sus propiedades antifiingicas (Singh y Kim, 1997;
Rocha et al., 2001; Encinas et al., 2000; Morita et al.,
2001). Eyles et al. (2003) mencionan que la madera que
desarroll6 € xilema lesionado artificialmente, después de
17 meses, en érboles de Eucalyptus globulus (Labill) y
Eucalyptus nitens (Maiden), fue analizado anatémica y
quimicamente, encontrando un aumento de compuestos
polifendlicos, incluyendo taninos hidrolizables, taninos
condensados, glicosidos y flavonoides, los autores
consideraron que el diverso rango de metabolitos
secundarios descubiertos en la herida dela madera es una
respuesta de reparacion. Los taninos muestran un rol
importante en los mecanismos de proteccion de la planta
contra insectos, hongos de pudricién, o como agente
alelopdtico, estos reaccionan rgpidamente con otras
biomoléculas formando productos complgos con proteinas
(estructurales y cataliticas), almidon, sustancias pécticas
y celulosas. Asi setiene que d ataque enzimético derivado

del metabolismo de hongos, o bacterias hospedados en la
madera, puede ser inactivado o disminuido sustancial mente
ante la presencia de taninos. (Gonzélez, 1996). Algunos
de estos compuestos bioactivos como son los taninos y
terpencs, juegan un paped importante de manera natural
en los mecanismos de defensa de frutales y hortalizas
(Cowan, 1999; Howard et al., 2000; Lombardi-Boccia et
al. 2004).

Cuadro 3. Composicion bioquimica de &rboles de nogal
pecanero enfermos y sanos, muestreados en tres diferentes
Municipios del estado de Coahuila.

Estado

Fisiologico T (%) TC (me/ac. gal) TH (me/cat)
Sano 2.5122b 0.89883 a 0.84736b
Enfermo 6.2222 a 0.72744b 1.06226 a

Medias con | etras distintas en lamisma columnason diferentes
(P<0,05). 1= sano; 2 = dafiado. T= terpenos; TC= taninos con-
densados; TH= taninoshidrolizabl es.

El contenido de celulosatuvo incrementos significativos
en la madera de los &rboles enfermos en relacion de la
sana (Cuadro 4), siendo lacelulosad polisacarido de mayor
proporcidn en la madera, es la sustancia mas importante
producida por este organismo vivo, siendo € principal
componentedela pared celular (Fengel, 1984). Lacdulosa
es la responsable de determinadas propiedades fisicas y
mecanicas de las maderas por constituir € material de
sostén ddl arbol, dandoleresistenciay tenacidad (Corond,
1994). El ataque fungico sobre la celulosa de las paredes
celulares reduce la flexibilidad del arbol, mientras que la
degradacion de la lignina afecta a la resistencia a la
compresion de la madera. Una pérdida significativa de
esta resistencia ocurre antes de que la pudricién sea
detectada en la madera (Wilcox, 1978). No existe reporte
de que la celulosa tenga relacion con aspectos de defensa
contra patdégenos, sin embargo, eso sugieren los datos.

La concentracion de lignina aumenté
considerablemente en &rboles de nogal atacados por €
insecto (Cuadro 4), Wainhouse et al. (1990) mencionan
gue € aumento de lignina tiene un efecto en los insectos
barrenadores de madera, con una reduccién en la
supervivencialarval, proporcion depesoy crecimiento del
insecto, asi como construccion de las galerias estrechas y
deformes, los adultos ovipositaron menos en los arboles
con alto contenido de lignina. La lignificacion puede ser
una caracteristica constitutiva en algunas especies, pero
también puede ocurrir como un proceso de refuerzo de
los tegjidos, cuando estan sujetos a dafio fisico y se
manifiesta durante la defensa con acumulacion de lignina
en grandes cantidades, de forma localizada en los tgidos
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atacados por patdgenos. Lalignina seproduce por launion
enzimética de unidades de fenilpropanoides formando
largos polimeros que confieren impermeabilidad y
resistencia mecénica; ademas, la lignina es resistente ala
degradacién producida por muchos patdgenos (Nicholson
y Hammerschmidt, 1992).Wainhouse et al. (1998)
confirman la importancia de la lignina como una barrera
mecanica de defensa desarrollada en los arboles, dado
gue cuando el barrenador Dendroctonus micans se
establecid en abetos noruegos, habia unareacion negativa
entre la cantidad de lignina, y € tamafio de la galeria de
adultos, quienes excavaron galerias mas grandes en los
arboles, con una baja concentracion de lignina. Cuando
Ascocalyx abietina de manera natural infecté madera
de abetos elegantes de noruega, se acumularon
compuestos fenolicos en la pared celular, y grandes
volumenes deligninatotal. Cvikrovaet al. (2006). Cuando
Pinus banksiana fue atacado por € hongo Gremmeniella
abietina, este invadio la corteza ddl tallo, las células dd
floemay e cambium vascular; lostegjidosligno-suberizados
que producen los &rboles enfermos, confinan al patégeno
dentro del érea afectada, siendo la primera demostracion
de un mecanismo anatémico en defensa de una coniferas,
(Simard et al., 2001). Los arboles genéticamente
modificados con poca lignina aumentan la destruccién de
bosgues y formas de vida y son més susceptibles, no solo
adarfios por tormentas, sino también a atagques deinsectos,
hongos, y bacterias (Van et al., 2004).

Cuadro 4. Contenido de componentes estructurales de la
madera de arboles de nogal pecanero enfermos y sanos
muestreados en tres diferentes Municipios del estado de
Coahuila.

Estado Fisiologico C (%) L (%) S(%)
Sano 58.808b 10.1244b 0.78473b
Enfermo 61.781a 19.1948a 1.54080 a

Medias con | etras di stintas en lamisma columnason diferentes
(P<0,05). 1 =sano; 2 = dafiado. C = cdlulosa; L = ligninay S=
slice

Asimismo, en este estudio se observa que € silicio se
incrementa significativamente en madera enferma con
respecto a la sana (Cuadro 4). El Si forma agregados
insolubles (fitolitos) y solubles (polimeros del &cido
ortosilicico), entrelazados con celulosa 'y componentes de
la pared celular, haciéndolas resistentes y flexibles, conlo
que protegen a tegido contrala accion del agua, dd airey
los microorganismos (Quero, 2007). Los fisiologos
vegetales no consideran al Si como un emento esencial
para las plantas; sin embargo, se ha reportado que la

presencia de silice beneficialos cultivos, por induccion de
resistencia y proteccién contra diversos factores
ambientales bidticos y abidticos atribuido en parte a su
acumulacion y polimerizacion en las paredes celulares, |0
cual constituye una barrera mecanica contra el ataque de
patogenos einsectos (Epstein, 1999). El Si activaunaserie
de genes defensivos en arroz, trigo, y maiz; se confirma
gue algunos insectos predatores (Coleoptera:
Coccindlidae) se alimentan mas en plantas con mayores
nivelesde Si, lo queimplica quelas plantas suplementadas
con Si liberan compuestos volétiles para atraer a los
enemigos naturales de las plagas. Esto genera,
consecuentemente, un decremento en la preferencia de
losinsectos por las plantas (Batistaet al., 2005). Asi mismo
(Vazquez et al., 2007) encontraron que algunas
biomoléculas como aldehidos, terpenos, ésteres
monoterpenoides, ésteres de cianohidrina, cianohidrinas,
sesguiterpenos, aceites esenciales, furanos, alcaloides, y
compuestos fendlicos (taninos) presentes de manera
natural en plantas, probados en diferentes bioensayos,
mostraron actividad insecticida, o fitotoxica, en control de

plagas.
Conclusiones

La concentracion de terpenos, taninos hidrolizables,
celulosa, lignina, y silice aumentaron significativamenteen
arboles enfermos, esto permite inferir que € aumento de
estos componentes es una respuesta de defensa bioquimica
del hospedero a la invasion dedl insecto, y a la accion
enzimatica de los hongos fitopatégenos asociados. Los
resultados confirman que la activacion de defensa en las
plantas tiene una base compleja que depende de la
manifestacion coordinada de un conjunto de mecanismos
de defensa. Estos mecanismos responden a la expresion,
0 represion, de genes cuyos productos participan en las
diferentes vias metabdlicas que participan en la defensa.

Estos genes, llamados genes de defensa, conforman la
base delaresistencia horizontal o poligénica conocida por
los fitopatélogos y mejoradores de plantas. Los
mecanismos de defensa de la resistencia horizontal, sean
estos la produccion defitoalexinas, metabolitos secundarios,
proteinas PR, deposicion delignina, reaccion hipersensible
0 SAR; son los responsables de actuar en detrimento del
patdgeno invasor. En otras palabras, la defensa en plantas
es bésicamente poligénica. Por otro lado, los genes R
conforman la base de la resistencia vertical 0 monogénica
u oligogénica. A pesar de lo que sugiere su nombre, los
genes R no son directamente responsables de la
resistencia, sino que actlian como receptores delas sefiales
(proteinas Avr) originadas del patégeno. Esto conlleva a
la activacion de diferentes cascadas de sefiales que, en
Ultimainstancia, inicianla expresion de genes responsables
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de los mecanismos de defensa
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Abstract

The Phymatotrichum omnivorum fungus, is a soilborne pathogen that causes one of the most destructive, and hard
to control diseases; the rotting of the root of the cotton, or Texas root rot. Biological control is an alternative for the
handling of the disease. Trichoder ma spp., afungusthat is a natural inhabitant of the ground, is used like antagonistic
of several phytopathogen fungi. Thiswork consisted of evaluating the antagonistic action of nativeisolations of Tricho-
derma at the Comarca Lagunera, México, against a strain of P. omnivorum, and identifying the species of these
isolations. Dual confrontations were performed in laboratory to determine the degree of antagonism of 13 isolations of
Trichoderma against the phytopathogen. The 13 isolations, and a witness with four replications, were evaluated out-
doors, in flowerpots; using sclerotiums of P. omnivorum and bean plants to evaluate the Trichoderma’s antagonistic
activity. All the isolations showed an effective antagonistic activity against P. omnivorum. The identified species of
Trichoderma were T. harzianum, T. koningii, T. pseudokoningii. Trichoderma showed an effective control of P.
omnivorum, that iswhy it may be concluded that Texas root rot can be used as a rotting bioregulator.

Key words: Bioregulator, antagonistic, Texas root rot.

Resumen

El hongo Phymatotrichum omnivorum, es un patégeno del suelo que ocasiona una de las enfermedades més
destructivas y dificil de controlar: la pudricion de la raiz del algodon, o pudricidn texana de las raices. El control
bioldgico, es una alternativa para € mango de la enfermedad; Trichoderma spp. es un hongo habitante natural del
suelo que se utiliza como antagénico de varios hongos fitopatdgenos. Este trabajo consistié en evaluar la accion
antagdnica de aislamientos nativos de Trichoder ma dela Comarca L agunera, M éxico, frentea una cepade P. omnivorum
eidentificar las especies de estos aislamientos. Se realizaron enfrentamientos duales en laboratorio para determinar €
grado de antagonismo de 13 aislamientos de Trichoder ma frente al fitopatdgeno. Los 13 aislamientos, y un testigo con
cuatro repeticiones, fueron evaluados en macetas a aire libre; utilizando esclerocios de P. omnivorum y plantas de
frijol para evaluar la actividad antagonica de Trichoderma. Todos los aislamientos mostraron actividad antagénica
efectiva contra P. omnivorum. Las especies identificadas de Trichoderma fueron T. harzianum, T. koningii, T.
pseudokoningii. Trichoderma present6 un control efectivo de P. omnivorum, por 1o que puede ser utilizado como
biorregulador dela pudricion texana.

Palabras clave: Biorregulador, antagdnico, pudricion texana

Introduccién de resistencia que forman y a su amplio rango de
hospedantes; su distribucién mundial es ampliaya que se
encuentran en la mayoria de los suelos, y son causantes
de enfermedades que afectan la productividad de los
cultivos hasta causar la muerte de las plantas, generando
grandes pérdidas econdmicas (Hernandez, 2002; Herrera

Los fitopatdgenos que habitan en el suelo son
principalmente, de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium, Phytophthora, Fusarium, Macrophomina,
\erticilliumy Phymatotrichum, y afectan alos principales
cultivos de importancia econémica para € hombre. Estos '
fitopatgenos son dificiles de erradicar, ya que pueden Y Samaniego, 2002).
persistir end suelo por varios afios debido alas estructuras El hongo Phymatotrichum omnivorum (Shear) Duggar;
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Cuadro 1. Huertas de nogal muestreadas en la Comarca Lagunerapara € aislamiento de Trichoder ma spp. UAAAN—

UL, Torredn, Coah., México, 2006.

Huerto Lugar L ocalidad Coordenadas
Latitud Longitud
1 L acteos Florida Francisco | Madero, 25°45' 33" 103° 17 43"
Coahuila

2 La Partida Torredn, Coahuila 25° 35 33" 103° 19' 04"
3 LasVillas Torredn, Coahuila 25° 37" 5.7" 103° 24’ 14"
4 Huerto Narro Torredn, Coahuila 25° 33 28" 103° 22" 12"
5 Rancho Ana Torredn, Coahuila 25° 35’ 48" 103° 22’ 23"
6 SanAntonio Torredn, Coahuila 25° 38 08" 103° 22’ 27"
7 Recreativo Natividad Matamoros, Coahuila 25°34' 54" 103° 16’ 30"
8 Huerto INIFAP Matamoros, Coahuila 25° 31’ 44" 103° 14’ 38"
9 LaTrinidad Rodeo, Durango 25°18' 03" 104° 38’ 28"
10 Sanlsidro San Pedro, Coahuila 25°44' 35" 103° 00’ 07"

causante de la pudricién texana se encuentra
principalmente en el Norte de México (Chihuahua,
Coahuila, Durango, Nuevo Ledn) y Sur de Estados Unidos
(Arizona, California, Nuevo Mexico, Texas); adaptado a
suelos de pH alto y temperatura éptima de 28 °C; con un
amplio rango de hospedantes, ya que puede atacar a més
de 2,000 especies de plantas entre silvestres y cultivadas.
En la Comarca Lagunera, ademés dd nogal, afecta a la
vid, el algodonero, alfalfa, chile, tomate y arboles
ornamentales (Streetsy Bloss, 1973; Herreray Samaniego,
2002).

El nogal, en € norte de pais, esta sujeto al ataque de
pOCOos organismos patdgenos, sin embargo, P. omnivorum,
puede provocar pérdidas cuantiosas a las huertas
afectadas. En un estudio realizado en 1995 en nogales
cuya edad fluctuaba entre 10 y 48 afios se encontré una
incidencia de la enfermedad de 10.5 %. Se estima que la
pérdida ocasionada por pudricion texana en nogal en la
Comarca Lagunera es de 12 millones de pesos anuales
(Herreray Samaniego, 2002).

El sector primario invierte anualmente de 25 a 30
millones de délares en @ control quimico de enfermedades
y plagas; éste control no ha resultado efectivo debido ala
resistencia que crean los organismos a los plaguicidas, y
las perturbaciones ocasionadas al ambiente, sudoy salud
humana.

La busqueda de formas de control que eviten la
contaminacion del medio ambiente, con menores riesgos
tanto para las plantas como la micoflora del sudo, ha
conducido a soluciones basadas en el uso de
microorganismos antagonicos de los patdgenos, y a la
creacion de un medio mas propicio para € desarrollo de
estos organismos, a la vez que se induce un equilibrio
biol 6gico que reduce fuertemente e potencial infectivo de

fitopatdgenos como € causante de la pudricion texana.

Trichoderma spp. tiene varias ventgjas como agente
de control biolégico, pues tiene un rapido crecimiento y
desarrollo, y produce una gran cantidad de enzimas,
inducidas ante la presencia de hongos fitopatdgenos;
ademas se desarrolla en una amplia gama de sustratos, |o
cual facilita su produccion masiva para uso en la
agricultura; es tolerante a condiciones ambientales
extremas, y al habitat donde los hongos causan
enfermedad; puede sobrevivir en medios con contenidos
significativos de plaguicidasy otros quimicos (Tronsmoy
Hhjeljord, 1998). Ademas, su gran variabilidad lo convierte
en un reservorio de posibilidades de control biolégico bajo
diferentes sistemas de produccién y cultivos. Este estudio
se realizd en la Comarca Lagunera con los objetivos de:
a) conocer la actividad antagonica de especies nativas de
Trichoder ma contra P. omnivor um; b) Identificar especies
del género Trichoderma en sudos delaComarca Lagunera
y ¢) evaluar d antagonismo de Trichoderma sobre P.
omnivorum.

Materiales y Métodos

El trabajo de investigacion serealizd en dos fases; una
de campo, y otra en laboratorio. Lafase delaboratorio se
redizd en e Laboratorio de Parasitologia dela Universidad
Autdénoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna
(UAAAN-UL ) en la ciudad de Torredn, Coah., México;
localizada en € paraldo 25° 26" 51" LN y d meridiano
103°27" 47"L O conunaaltitud de 1200 m.

En la fase de campo se tomaron muestras de suelo en
diferentes localidades de la Comarca Lagunera (Cuadro
1), para d aislamiento de Trichoderma spp., durante los
meses de febrero a octubre de 2006, en huertas de nogal.

El aislamiento de Trichoderma se realizé en €
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laboratorio de Parasitologia de la UAAAN-UL; de cada
muestra de suelo se tomaron 10 submuestras de 50 mg,
cada una; se prepar6 un medio de cultivo que favoreciera
el crecimiento de Trichoder ma segiin Papavizasy Davey,
1950 (Jonsony Curl, 1972) € cual secoloco en cajas petri
sobre las cuales se dispersd uniformemente @ suelo. Las
cajas seincubaron a temperatura ambiente, y serevisaron
diariamente durante 10 dias, procesandose 820
submuestras.

Prueba in Vitro

Se redlizaron enfrentamientos duales colocando a los
dos microorganismos -antagdnico y patdgeno- en cajas
PETRI con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA)
en las mismas condiciones, para observar el desarrollo
simultaneo (Bell et al., 1982).

El efecto antagdnico seevalud utilizando como patégeno
d aislamiento de P. omnivorum, obtenido de las raices de
plantas de nogal con sintomas de la enfermedad. El
aidamiento se hizo en cgjas petri con PDA (Herndndez,
1987). Seevaluaron 13 aislamientos nativos de Trichoderma
Spp., Y un testigo con un total de 14 tratamientos. Los
tratamientos se presentan en d Cuadro 2.

Centro Nacional delnvestigacion Disciplinariaen Relacion
Agua-Sudo Planta-Atmosfera (CENID-RASPA INIFAP),
Gdmez Palacio, Dgo., México, d 22 dejunio dd 2007, con
duracion de 30 dias, periodo en quelatemperatura promedio
fue 26.5 °C, con una minimay méxima de 19 a 34 °C.

Preparacion del inéculo de P. omnivorum

El indculo ded patdgeno se prepard en arena 'y sorgo
parala obtencion de esclerocios (Lyday Kerneley, 1992).
Aplicacion de los microor ganismos

Se aplicaron 3 g de Trichoderma y 20 esclerocios de
P. omnivorum a las macetas una semana antes de la
siembra. Se sembraron 4 semillas por maceta.

Evaluaciones
Enlapruebainvitro serealizaron observacionesa

las48, 72y 96 hy en laprueba de macetasalos 8,
15y 30 diasdespuésdelasiembra.

Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de
germinacion, semillas dafadas, plantas enfermas y
plantas muertas. Al concluir los 30 dias, se evalu6 peso

Cuadro 2. Tratamientos de Trichoderma spp contra Phymatotrichum omnivorum. UAAAN-UL. Torreodn,

Coah., México, 2006.

Tratamiento No. Tratamientosdeestudio

O©CoOO~NOULA,WDNPF

=
(@)

S E

T1 (P. omnivorum + Aislamiento 1 de Trichoderma)
T2 (P. omnivorum + Aislamiento 2 de Trichoderma)
T3 (P. omnivorum + Aislamiento 3 de Trichoder ma)
T4 (P. omnivorum + Aislamiento 4 de Trichoderma)
T5 (P. omnivorum + Aislamiento 5 de Trichoderma)
T6 (P. omnivorum + Aislamiento 6 de Trichoderma)
T7 (P. omnivorum + Aislamiento 7 de Trichoderma)
T8 (P. omnivorum + Aislamiento 8 de Trichoder ma)
T9 (P. omnivorum + Aidlamiento 9 de Trichoderma)
T10 (P. omnivorum + Aislamiento 10 de Trichoderma)
T11 (P. omnivorum + Aislamiento 11 de Trichoder ma)
T12 (P. omnivorum + Aislamiento 12 de Trichoder ma)

13 T13 (P. omnivorum + Aislamiento 13 de Trichoder ma)
14 T14 (Testigo: P. omnivorum sin antagonista)

Identificacion de Trichoderma spp.

Los aislamientos utilizados en los tratamientos se
identificaron morfolégicamente con apoyo de claves
taxonémicas.

Prueba en macetas
El experimento en macetas seinstal6 a airelibre, end

total delaplanta, longitud delaraiz, talloy estado fisico
de esclerocios.

Resultados y Discusion

Las especies identificadas de los aislamientos
seleccionados y obtenidos en suelos de la Comarca
Lagunera se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Identificacion a nivel de especie de las 13 cepas de Trichoderma sdeccionadas. UAAAN-UL. Torredn,

Coah., México, 2006.

Egecie Aidamiento Principalescar acteristicas
T. harzianum S1,P1, P2,RN1, V8, Ral, Las colonias presentan un crecimiento rgpido
Hn1, Sal, Hil arribade9 cm dediametroen 5diasa20° C en Agar-Avena.

Coloniasde color verde.

Hifas hialinas, conidiéforo con ramificaciénintricada.

Conidios globosos o subglobosos de pared lisa de color verde dlivo.
Conunradiomenor al.25,2.8-3.2x2.5-2.8 um;

notifien e mediolascolonias.

T. pseudokoningii R3,Lf1,Lf3

Coloniasde3-5 cmdedidmetroen 5 diasa

20° C en Agar-Avena. Puede ser confundido
Con T. koningii por tener conidiosy fidlides
similares, peroen estaespecielasfididesen
Su mayor parte surgen lateralmentey solas;
el conididforo eslargoen vez depiramidal.

T. koningii Hi4

Coloniasde3-5cmdedidmetroen 5 diasa

20° Cen Agar-Avena. Conidio6foros con

ramificacion abierta. Conidios depared lisa,

elipsoida esu oblongos de 3.0-4.8 x 1.9-2.8um.
Fidlidesregularmentedi spuestas en nimerode 3 6 més.

Cuadro 4. Crecimiento promedio de P. omnivorum en los enfrentamientos con Trichoderma spp. UAAAN-UL.

Torredn, Coahuila, M éxico, 2006.

Tratamientos Diametro cm
T14 (Testigo: P. omnivorumi sin antagonista) 3.50A
T3 (Pomnivorum +Aislamiento 3 de Trichoder ma) 2.72B
T6 (Pomnivorum +Aislamiento 6 de Trichoder ma) 2.35B
T8 (Pomnivorum +Aislamiento 8 de Trichoder ma) 2.17BC
T9 (P.omnivorum +Aislamiento 9 de Trichoderma) 2.17BC
T1 (P.omnivorum +Aislamiento 1 de Trichoderma) 2.15BC
T2 (Pomnivorum +Aislamiento 2 de Trichoder ma) 1.82CD
T7 (Pomnivorum +Aislamiento 7 de Trichoder ma) 1.82CD
T5 (Pomnivorum +Aislamiento 5 de Trichoder ma) 1.80CD
T4 (P.omnivorum +Aislamiento 4 de Trichoderma) 170D
T10 (P.omnivorum +Aislamiento 10 de Trichoder ma) 1.32E
T11 (P.omnivorum +Aislamiento 11 de Trichoderma) 105E
T12 (P.omnivorum +Aislamiento 12 de Trichoder ma) 1.00E
T1 3(P.omnivorum +Aislamiento 13 de Trichoder ma) 1.10E

* Medias con la misma letra son iguales en DM S (p<0.05)

La especie que presentd mayor frecuencia en los
aislamientos fue T. harzianum. Las especies identificadas
coinciden con las reportadas por Danielson y Davey
(1973), las cuales tienen variada distribucién geograficay
son caracteristicas de &reas con temperatura célida, siendo
esta condicién predominante en la Comarca Lagunera, en
la cual se reporta una temperatura promedio de 20.3 °C
con una minima de 5.7 °C y una maxima de 36.6 °C.

Prueba in vitro

Los trece aislamientos de Trichoderma spp.,
manifestaron diferencia en € crecimiento micelial en los
cultivos duales con e aislamiento de P.omnivorum. La
actividad antagonica de Trichoderma spp. contra el
patégeno fueintermedia, moderaday acentuada. El andlisis
estadistico detecté diferencia altamente significativa para
didmetro de crecimiento entretratamientos. Esto demuestra
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que la capacidad antagonica de Trichoder ma es altamente
variable coincidiendo con Mihuta-Grimm y Rowe (1986)
quienes demostraron que de 255 aislamientos obtenidos
de diferentes lugares, solo @ 15 % de los mismos fueron
efectivos en € control de Rhizoctonia.

Considerando un tiempo de 72 h la velocidad de
crecimiento de Trichoderma después de las 48 h fue mas
acelerada observando que todos los tratamientos fueron
superiores al testigo. Esto indicaclaramentela variabilidad
de los aislamientos en velocidad de crecimiento,
caracteristica que permite utilizar en el control de
enfermedades a las especies o aislamientos antagdnicos
gue presentan mayor desarrollo en menos tiempo (Cook y
Baker, 1983).

Los tratamientos que presentaron menor crecimiento
deP. omnivorumfueron: T7, T10y T 12 que corresponden
a T. harzianum, aungue todos los tratamientos mostraron
menor crecimiento con respecto al testigo (Cuadro 4).

De acuerdo a los estudios realizados por Alippi y
Monaco (1990), € antagonismo en cajas petri (in vitro)
esunapruebainicial, importante para poder determinar €
tipo de interferencia por las caracteristicas que presenta
dicho enfrentamiento en cada uno delos aislamientos. Esta
pruebainicial constituye una aproximacion para estudios
subsiguientes de sistemas bioldgicos de control de
enfermedades.

Prueba en macetas

En la prueba de germinacion a la semilla de frijol
utilizada en d experimento se obtuvo 94 %.

En la prueba que se realizd alos esclerocios se obtuvo
el 100 % de germinacion, demostrando quelos esclerocios
utilizados en esta prueba fueron viables.

Los 13 aislamientos de Trichoderma spp, no
presentaron diferencia significativa sobrelasemilla defrijol
con respecto a testigo donde no se aplico Trichoderma.
Este resultado eslégico si se considera que P. omnivorum
no forma parte de fitopatdgenos causantes del compleo
de enfermedades de la semillay plantula.

Longitud de tallo y raiz a los 30 dias después de
la siembra

El andlisis estadistico detectd diferencia significativa
entre tratamientos en cuanto la longitud de tallo pero no
en longitud de raiz. EI mejor tratamiento para este
pardmetro es d T7 y € peor estadisticamente fue e T2.
El resto delostratamientos (T1, T3, T4, T5, T6, T8, T9,
T10, T11, T12y T13) no mostraron diferencia significativa
con € testigo (Cuadro 5).

El tratamiento T7 correspondiente a T.
pseudokoningii, tuvo una mayor longitud, siendo este
mejor, demostrando de esta manera su capacidad para
estimular € crecimiento de la planta, lo cual concuerda
con Villegas (2005), que menciona que Trichoderma spp
ademas de ser un antagonista de fitopatdgenos del suelo
favorece d crecimiento de la planta. El T2 fue € peor
tratamiento para este pardmetro.

Peso total de la planta

El andlisis estadistico detecté diferencia altamente

Cuadro 5. Longitud de tallo de plantas de frijol a los 30 dias después de la siembra. UAAAN-UL. Torredn, Coah.,

México, 2007.

Tratamientos

L ongitud Tallo

T7 (P. omnivorum + Aislamiento 7de Trichoder ma)
T10 (P. omnivorum + Aislamiento 10 de Trichoder ma)
T9 (P. omnivorum + Aislamiento 9 de Trichoderma)
T11 (P. omnivorum + Aislamiento 11 de Trichoder ma)
T13 (P. omnivorum + Aislamiento 13 de Trichoder ma)
T8 (P. omnivorum + Aislamiento 8 de Trichoder ma)
T4 (P. omnivorum +Aislamiento 4 de Trichoder ma)
T6 (P. omnivorum +Aislamiento 6 de Trichoder ma)
T12 (P. omnivorum +Aislamiento 12 de Trichoderma)
T1 (P. omnivorum +Aislamiento 1 de Trichoder ma)
T14 (Testigo: P. omnivorum sin antagonista)

T5 (P. omnivorum +Aislamiento 5 de Trichoder ma)
T3 (P. omnivorum +Aislamiento 3 de Trichoderma)
T2 (P. omnivorum +Aislamiento 2 de Trichoder ma)

76.81A
53.44B
50.92BC
49.42 BCD
45.25 BCDE
41.99 BCDE
38.90 BCDE
34.33 BCDE
34.00 BCDE
27.88 CDE
25.96 DE
25.19DE
25.13DE
23.42E

* Medias con lamismaletrasonigualesen DMS (p<0.05)
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Cuadro 6. Peso fresco total delas plantas alos 30 dias después de la siembra. UAAAN-UL. Torredn, Coah., México,

2007.

Tratamientos Peso total
T12 (P. omnivorum + Aislamiento 7de Trichoderma) 40.10A
T10 (P. omnivorum + Aislamiento 10 de Trichoderma) 38.25A

T9 (P. omnivorum + Aislamiento 9 de Trichoderma) 37.70A
T3 (P. omnivorum + Aislamiento 11 de Trichoderma) 32.50AB
T14 (Testigo: P. omnivorumsin antagonista) 31.97AB
T1 (P. omnivorum+ Aislamiento 8 de Trichoderma) 31.95AB
T2 (P. omnivorum+Aislamiento 4 de Trichoderma 29.90AB
T5 (P. omnivorum+Aislamiento 6 de Trichoderma, 29.55ABC
T11 (P. omnivorum+Aidamiento 12 de Trichoderma) 25.62 BCD
T13 (P. omnivorum+Aisamiento 1 de Trichoderma) 25.05BCD
T4 (P. omnivorum+Aislamiento 4 de Trichoderma 24.92 BCD
T8 (P. omnivorum+Aisamiento 5 de Trichoderma 22.60 BCD
T7 (P. omnivorum+Aislamiento 3 de Trichoderma, 19.00 CD
T6 (P. omnivorum +Aislamiento 2 de Trichoderma) 17.60D

* Medias conlamismaletrasonigualesen DM S (p<0.05)

significativa para el peso fresco de plantas en los
tratamientos. Los tratamientos con mayor peso de planta
fueron T9, T10, T12 aunque estos son los meores no
presentaron diferencia significativa con respecto al testigo.
Todos los tratamientos son estadisticamente iguales al
testigo, @ T6 fue & que mostré menor peso (Cuadro 6).

L os resultados obtenidos demuestran que Trichoderma
no solo estimula € crecimiento sino ademés la ganancia
en peso. El porcentagjeincrementado depende de la especie
vegetal y del aislamiento de Trichoderma; ésto coincide
con estudios prediminares realizados por Agudelo et al.
(2001) en 27 aislamientos de Trichoderma y cuatro de
Gliocladium en estimulacién de crecimiento sobre planta
defrijol y pasto estrella.

Estado fisico de esclerocios después de 30 dias
en medio infestado con Trichoderma

L os esclerocios que seextrajeron delas macetas fueron
destruidos completamente en todos los tratamientos,
excepto en el testigo, en el cual los esclerocios se
encontraron en estado firmey germinados, los filamentos
del hongo median de 2 a 3 cm de longitud; esto concuerda
con estudios realizados por Samaniego-Gaxiola et al.
(1989) quienes reportan que T. harzianum y T.
pseudokoningii lograron inhibir € 100% de crecimiento
de micdio y viabilidad de esclerocios de P. omnivorum.

Conclusiones

Las especies identificadas fueron tres, T. harzianum,
T. koningii y T pseudokoningii. Las tres especies
presentaron efecto antagdénico marcado sobre P.
omnivorum. El hongo antagénico del género Trichoderma
es una aternativa en los méodos de control para dar un
manejo integrado a la pudricién tgana y de ésta manera

reducir € uso de productos quimicos contaminantes de
suelo y medio ambiente.
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Abstract

This assay was performed to determine if the introduction of a male at the beginning of the luteal phase modifies
the characteristics of the follicular wavein cyclical goats. So, during the sexual season, 17 multiparous females
were synchronized with two doses of a prostaglandin analog at an interval of 7 days. A group of females (Con-
trol; n=9) had no contact with any male during the assay. In the other group (G3; n=8) the introduction of the
male was done at the beginning of the luteal phase (day 3 of the estrous cycle). The ovarian activity was
monitored daily during a complete estrous cycle through transrectal ultrasonography. The number of follicular
waves in all the females was registered, as well as the size and the position of the follicles bigger than 3 mm. In
the control group , 11,1% (1/9) of the females registered 3 follicular waves, 77. 8% (7/9) registered 4 waves and
11,1% (1/9) had 5 waves during an estrous cycle. In the G3 group, the 62,5% (5/8) registered 3 waves, and
37,5% (3/8) 4. The average duration of the follicular waves was longer in the females of the G3 than in the
Control Group (P < 0,05). In the G3 group the follicles of wave 1 and 2 were bigger than those of thefollicles 1
and 2 of the Control group (P < 0,05). It may be concluded that the introduction of the buck at the beginning of
the luteal phase modifies the duration of the follicular waves, and the size of the follicles in the cyclical goats.

Key words: Goats, follicular development, estral cycle, follicle.

Resumen

Este estudio se realizd para determinar si la introduccion de un macho al inicio de la fase luteal modifica las
caracteristicas de las oleadas foliculares en las cabras ciclicas. Para ello, durante la estacion sexual, 17 hembras
multiparas fueron sincronizadas con dos dosis de un analogo de prostaglandinas a intervalo de siete dias. Un
grupo de hembras (Control; n=9) no tuvo contacto con ningun macho durante €l estudio. En € otro grupo (G3;
n=8) laintroduccion del macho serealizé al inicio delafaseluteal (dia3 del ciclo estral). Laactividad ovaricafue
monitoreada diariamente durante un ciclo estral completo a través de ultrasonografia transrectal. Se registro e
numero de oleadas foliculares en todas las hembras, y el tamafio y la posicion de los foliculos mayores de 3 mm.
En e grupo de Control, el 11.1 % (1/9) de las hembras registré tres oleadas foliculares, e 77. 8 % (7/9) registro
cuatro oleadasy e 11.1 % (1/9) tuvo cinco oleadas durante un ciclo estral. En & grupo G3, en & 62.5% (5/8) se
registraron tres oleadas y en € 37.5 % (3/8) cuatro. La duracion promedio de las oleadas foliculares fue mayor
en las hembras del G3 que en € grupo de Control (P<0.05). En € grupo G3 los foliculos delaoleada 1 y 2 fueron
mayores quelosfoliculos delas oleadas 1y 2 del Grupo de Control (P<0.05). Se concluye que laintroduccion del
macho al inicio de lafase luteal modifica la duracién de las oleadas foliculares y el tamafio de los foliculos en las
cabras ciclicas.

Palabras Clave:; Cabras, desarrollo folicular, ciclo estral, foliculo.

Introduccion ciclo estral tiene una duracién promedio de 21 dias (Camp

El cicloestral esuna secuenciade cambios endocrinos, et al., 1983) y enlaovegade 16 dias (Evans et al., 2000).
anatémicos, y de comportamiento que suceden entre @  Estoseventos estan regulados por € hipotélamo, la hipdfisis,
iniciodeunestroy € inicio de siguiente. Enlascabrase ¢ foliculo ovérico, @ cuerpo liteo y € (tero a través de
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sus secreciones (Goodman, 1994). El uso de
ultrasonografiatransrectal ha permitido comprender mas
claramente @ desarrollo folicular durante un ciclo estral
(Ginther y Kot, 1994).

El crecimiento folicular ocurre en forma de oleadas
dedesarrollo (deCastro et al., 1999) y esta caracterizado
por €l crecimiento de una cohorte de foliculos, en donde
uno o méas de ellos continta creciendo y se hace
dominante, mientras quelos demas sufren atresia (Evans,
2003). En las cabras, e nimero de oleadas foliculares
que se presentan durante un ciclo estral de duracion
normal, varia de dos a cinco (Medan et al., 2003),
mientras que en ovgas este nimero varia de dos a cuatro
(Evans, 2003). En cabras, lamayoriaregistran 4 oleadas
foliculares (Medan et al., 2003) y la emergencia de la
primer oleada seregistraen promedio al dia- 0.6, mientras
que las oleadas 2, 3y 4 emergen alos 4.7, 9.4y 13.4
dias, respectivamente (Medan et al., 2003).

En cabras y oveas, las interacciones sociosexuales
pueden modificar su fisiologia reproductiva (Delgadillo
et al., 2006; Rosa y Bryant, 2002). Por gemplo, la
introduccién de machos en un grupo de hembras
anovulatorias logra inducir la actividad sexual de las
mismas. Este fendmeno se conoce como efecto macho
(Delgadillo et al., 2004). La respuesta de las hembras
expuestas a machos durante la € anestro esta bien
documentada (Flores et al., 2000; Rosa y Bryant, 2002;
Ungefeld et al., 2004), sin embargo, existen pocos
estudios que describan la respuesta de las hembras a la
introduccion de un macho durante la estacion
reproductiva. Estudios en cabras (Chemineau, 1983) y
ovegas ciclicas (Ngere y Dzakuma, 1975) indican una
sincronizacion del estro en e 65 % delas hembras en los
primeros tres dias después de contacto y que esta
sincronizacién es debido probablemente a un acortamiento
dd ciclo estral.

Deigual modo, investigaciones recientes en antilopes,
mostraron que la introduccién de un macho durante la
faseluteal dd cicloestral sincronizalaovulaciondd 77.5
% de las hembras en & segundo ciclo estral (Skinner et
al., 2002).

Lasanterioresinvestigaciones solo estuvieron basadas
en perfiles hormonal es de progesteronay conducta estral,
y alafecha, no existen estudios claros que indiquen cual
es larespuesta de las cabras ciclicas expuestas a machos
durantela estacion sexual utilizando ultrasonografia para
determinar @ crecimiento folicular. Por €llo, en este
estudio, seinvestigd d efecto delaintroduccion dd macho
al inicio delafase luteal (dia 3) sobre las caracteristicas
de las oleadas foliculares de las cabras criollas ciclicas
de la Comarca Lagunera.

Materiales y Métodos
Ubicacion del estudio

Este estudio se realiz6 del 1 de septiembre a 4 de
diciembre, periodo que corresponde a la estacion sexual
(Duarte, 2000; Delgadillo et al., 2003) de2005 end Ejido
Benito Judrez, seccidn 6, localizada en € kildmetro 3 dela
carretera que entronca a la Cueva del Tabaco, del
municipio de Matamoros, Coah., México. Dichalocalidad
esta enclavada en la Comarca Lagunera (26° N).

Animales experimentales

Se utilizaron un macho cabrio local de la Comarca
Lagunera, de aproximadamente 4 afios de edad, y 17
hembras multiparas ciclicas. Estas hembras se
encontraban en un sistema de explotacion extensivo, y
consumian la flora nativa de los agostaderos de las 10:00
halas 19:00 h. En la noche eran estabuladas en un corral
abierto, y no recibian ningiin complemento alimenticio. Las
hembras se estabularon 10 dias antes de iniciar € estudio
(18 de septiembre), y a partir de ese momento fueron
alimentadas con 1.5 kg de heno de alfalfay 250 g de
concentrado comercial (14 % de proteina cruda) por diay
por animal. El aguay las sales minerales en blogque fueron
proporcionadas a libre acceso.

La ciclicidad de los hembras se determiné mediante
ultrasonografiatransrectal utilizando para ello un Scanner
modo-B (Aloka SSD 550, Tokio, Japon) equipado con un
transductor lineal de 7.5 MHz. Se llevaron a cabo dos
ecografiasaintervalosde8 dias. El criterio paradeterminar
si una hembra estaba ciclica, fue la presencia de al menos
un cuerpo lateo en los ovarios (de Castro et al., 1999;
Oritaet al., 2000; Simoes et al., 2005). Todas las hembras
utilizadas en d estudio (n=17) fueron diagnosticadas como
ciclicas. Las hembras se dividieron en dos grupos
homogéneos, considerando la condicién corporal y la
produccion lactea. Las hembras del grupo Control (n=9)
tenian una condicion corporal de 2.7 + 0.07 (promedio £
eem) y su produccion lactea erade 789 + 69.5 ml al inicio
del estudio. El grupo expuesto a macho (G3; n=8) tenia
una condicion corporal de 2.7 £ 0.07 y una produccion
lactea promedio de 787 + 92.1 ml.

Sincronizacion de la actividad sexual de las
hembras

El ciclo estral de todas las hembras se sincronizo
mediante la aplicacion dedos dosis de 75 mg de un andlogo
sintético de prostaglandinas (PgF2a, Cloprostenol,
Prosolvin C, Intervet I nternational GmbH Unterscleidham,
Alemania), aintervalos de 7 dias (Menchaca et al., 2004).

Introduccién del macho
El 29 deoctubrealas 11:00 h, en & grupo G3 (n=8), un
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Control. Hembrascon a) 3; b) 4; y ¢) 5 oleadasfolicul ares. Lasflechasindican laemergenciadelas oleadas, Laflechacon Ov en
laparte superior indicalaovulacion. El asteriscoindicafoliculo ovulatorio.

macho fue puesto en contacto con las hembras, Variables determinadas y definicion de términos

previamente sincronizadas, paracqueseencontraranal inicio  Duracion del ciclo estral

delafaseluteal (dia3), mientras quelas hembrasdd grupo Para la duracion dd ciclo estral, en los dos grupos, se
de Control (n=9) no tuvieron contacto con ningin macho  consideraron los dias desde la ovulacion inducida por
durante @ estudio PgF2a; hasta la siguiente ovulacion esponténea.
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Desarrollo folicular

El desarrollo folicular se determind mediante
ultrasonografiatransrectal, utilizando paraello un Scanner
modo-B (Aloka SSD 550, Tokio, Japon) equipado con un
transductor lineal de 7.5 MHz, segln la técnica descrita
por Ginther y Kot (1994) sin evacuar las heces. Para
facilitar e mango de las hembras, éstas se inmovilizaron
mediante la utilizacion de una trampa de metal. Se
registraron todos los foliculos mayores de 3 mm vy su
ubicacion dentro del ovario. En ambos grupos € registro
de datos terminG un dia después de la segunda ovulacion.

Numero de oleadas foliculares

Una oleada folicular se definié como € crecimiento de
uno o més foliculos antrales a partir de 3y hasta5 mmo
més, antes de que ocurriera la regresion. Se consider6 €
numero de oleadas por grupo.

Duracién y dia de emergencia de las oleadas

La duracion de la oleada se considerd desde € dia de
la emergencia hasta su regresion a valores menores a 3
mm. El dia de emergencia de una oleada folicular fue
identificado como € primer dia sobre & cual uno o mas
foliculos fueron medidos con un diametro de 3 mm.

Foliculo de mayor tamafio de cada oleada

En esta variable se considero al foliculo de mayor
tamario (> 5mm) de cada oleada y de cada hembra.

Andlisis estadisticos

La duracion promedio del ciclo estral fue sometido a
una prueba t de Student para dos grupos independientes.
Los valores promedio de las caracteristicas de las oleadas
foliculares, fueron analizados mediante una prueba t de
Student independiente.

Resultados y Discusion
Duracion del ciclo estral

En e grupo de Control, la duracion del ciclo estral fue
de 20.1 £ 0.4 dias, mientras que en & G3 la duracion fue
de 20.0 £ 0.6. No se encontré diferencia estadistica
significativa en la duracién del ciclo estral entre los dos
grupos (P>0.05).

Desarrollo folicular
Numero de oleadas foliculares

EnlasFiguras 1y 2 se muestra e crecimiento folicular
delos grupos Control y G3. En € grupo Contral, € 11.1%
(1/9) delas hembras seregistraron 3 oleadas foliculares, la
mayoria(77.8 %; 7/9) registraron 4 oleadasfoliculares, y
11.1 % (1/9) registro 5 oleadas. Enéd grupo G3, € 62 % (5/
8) tuvieron 3 oleadasy d 37.5 % (3/5) tuvieron 4 oleadas.

Duracion de las oleadas foliculares

Laduracion promedio (£ EEM) delas oleadas dd grupo
de Control semuestraen d Cuadro 1. Enlas hembras que
registraron cuatro oleadas, la duracién promedio dedichas
oleadasfaliculares fuediferente (P<0.05), siendo laoleada
treslamaslarga. Enlas hembras queregistraron 3 oleadas
no existié diferencia (P>0.05) en la duracién entre las
oleadas, ni en la comparacion con las de 4 oleadas
(P>0.05). Por otra parte, enlas hembras con 5 oleadas, la
duracién de éstas es menor en relacion con lasde 3y 4
(P<0.05).

Cuadro 1. Duracion y dia de emergencia de las oleadas
foliculares en cabras criollas ciclicas de la Comarca
Laguneradelos grupos: a) grupo de Control; b) grupo G3.

Oleada Folicular

Emergencia Duracion

(dia) en dias
a) Grupo de Control
Cabra con 3 oleadas
Oleada 1 1.0+05 10.0+0.1°
Oleada 2 48+0.3 9.0+0.42
Oleada 3 12.7+0.3
Cabra con 4 oleadas
Oleada 1 0+0.2 8.8+0.52
Oleada 2 3.3+0.2 9.6 +0.4°
Oleada 3 8.4+0.2 10.1+0.3°
Oleada 4 12.4+0.3
Cabra con 5 oleadas
Oleada 1 -1.0+05 8.5+0.52
Oleada 2 40+0.0 8.0+0.02
Oleada 3 8.0+0.0 8.0+0.02
Oleada 4 12.3+0.3 8.0+0.02
Oleada 5 16.5+0.3
b) Grupo G3
Cabra con 3 oleadas
Oleada 1 0.0+04 13.1+0.5¢
Oleada 2 6.9+04 10.1+0.5°
Oleada 3 12.5+0.3
Cabra con 4 oleadas
Oleada 1 -0.6+04 12.3+0.6°
Oleada 2 41+0.2 10.8+0.5°
Oleada 3 9.3+0. 9.6+0.1°
Oleada 4 14.2+0.3

En la comparacion delas ol eadas delos grupos Control
y G3, d andlisis reved un efecto de la introduccién del
macho sobreladuracion delaoleada (P<0.05). Laduracion
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de las oleadas fue diferente (P<0.05), sin importar si
presentaron 3 6 4 oleadas siendo las oleadas 1 y 2 de
grupo G3 las de mayor duracion.

Foliculo de mayor tamafio de cada oleada

En e grupo de Control € foliculo de mayor tamafio
correspondi6 a foliculo ovulatorio, € cual registré un
tamario promedio de8.2 £ 0.4 mm, y fuediferente (P<0.05)
al foliculo de mayor tamafio de las oleadas precedentes.
En el grupo G3 € foliculo de mayor tamarfio se presentd
en la oleada 1, con un promedio de 8.9 + 0.3 mmy, fue
diferente (P<0.05) al delas siguientes oleadas foliculares.
En la comparacion entre los dos grupos, € andlisis
estadistico reveld un efecto (P<0.05) de la introduccion
del macho sobree diametro dd foliculo demayor tamafio.

Los resultados del estudio demuestran que la
introduccion del macho, al inicio delafaseluteal, notiene
efecto sobre la duracion dd ciclo estral, sin embargo,
modifica las caracteristicas de las oleadas foliculares. En
efecto, la duracion de ciclo estral de las hembras de este
estudio fue similar a la reportada para esta especie en
otras latitudes (Camp et al., 1983; Llewelyn et al., 1993;
Oritaetal., 2000; Medan et al., 2003; SimBes et al ., 2006),
y varia de 21 a 23 dias. Sin embargo, los resultados
obtenidos en € estudio contrastan con lo reportado por
Chemineau (1983), quien observo que, enlascabrascriollas
delaldadeGuadalupeend Caribe, d 65 % delas hembras
ciclicas manifestaron actividad sexual en los 3 dias
siguientes después de la introduccion de los machos. De
igual modo, los resultados obtenidos contrastan con lo
reportado por Skinner et al. (2002) en antilopes, en los
cuales la introduccion de un macho durante la fase luteal
del ciclo estral provocd una sincronizacion en € 77.7 %
(7/9) de las hembras, después de dos ciclos estrales
consecutivos. Sin embargo, en € trabajo de Chemineau
(1983) no seinvestigd € efecto dd macho en las cabras
de manera individual, ni tampoco se verificd € estado
folicular de los ovarios de esas hembras en d periodo que
precedi6 alaintroduccién delos machos. Es probable que,
en ese estudio, la sincronizacion de las cabras se diera
antes de laintroduccion delos machos. Deigual modo, en
e trabajo de Skinner et al. (2002), las observaciones se
basaron unicamente en perfiles hormonales, y no realizaron
un registro del crecimiento folicular que mostraron las
hembras antes y después de la introduccion dd macho.
Por & contrario, en este estudio, € ciclo estral de las
hembras fue sincronizado mediante la aplicacién de dos
dosis de prostaglandinas, y se investigd a las hembras,
individual y diariamente, a través de una ecografia
transrectal, por lo cual se conocia @ estado folicular de
los ovarios antes y después de la introduccion del macho.
De esta manera, se pudo constatar que, al menos durante

un ciclo estral completo, la introduccion dd macho no
modifico la duracion dd ciclo estral. Lo anterior se debio
probablemente a tres factores no excluyentes entre si;
Primero, es probable que @ efecto de la introduccion de
un macho en un grupo de hembras ciclicas se registre a
largo plazo, es decir después de 2 o 3 ciclos estrales como
lo sugiere Skinner et al. 2000. En efecto, en este estudio
las observaciones se realizaron Unicamente duranteunciclo
estral y cuando las hembras manifestaron estro
nuevamente fueron servidas y quedaron gestantes.
Segundo, qued estimulo otorgado por un macho en cabras
ciclicas no sea tan fuerte para provocar un efecto en la
fisiologia reproductiva de las hembras como € que se
registra en las hembras anovulatorias durante € periodo
del anestro, cuando esta demostrado que la introduccion
deunmacho estimulae crecimientofolicular y laovulacion
alos pocos dias después del contacto (Flores et al., 2000;
Delgadillo et al., 2006). Tercero, € hecho de que la
actividad sexual de las hembras, en los dos grupos, fue
sincronizada con prostaglandinas pudo influir en su
respuesta, es probable que s dichas cabras estuvieran en
diferentes fases del ciclo estral dentro de un mismo grupo
al momento de la introduccion del macho, se hubiese
registrado un efecto mas evidente.

Por otro lado, en nuestro estudio la introduccion de
macho al dia3 dd ciclo estral, indujo un crecimiento mayor
delosfoliculos, y unamayor duracién delaoleada presente
a momento de la introduccion. En efecto, € foliculo de
mayor tamafio correspondié a de la oleada en desarrollo
al momento de la introduccion del macho. Este resultado
escontrario al obtenido en e grupo de Control dd presente
estudio, y al reportado en otrasinvestigaciones, enlas que
el foliculo ovulatorio es & de mayor tamario (Ginter y Kot,
1994, DeCastro et al., 1999; Medan et al., 2003; Simdes
et al., 2006). Otra diferencia entre este estudio, y los
mencionados anteriormente, es € intervalo entre oleadas,
siendo mucho mayor en las cabras en contacto con e
macho. Una posible explicacion es que € incremento en
los niveles de LH hallan facilitado la dominanciafolicular
y que esta dominancia haya retrasado € recambio de los
foliculos (Fortune et al., 2001) y que a falta de las
condiciones ideales (niveles de progesterona) no haya
ovulado y que a final sufrieran de apoptosis (Yu et al.,
2005).

En lo relacionado al nimero de oleadas foliculares de
los grupos de Control y G3, los resultados aqui obtenidos
coinciden con lo reportado en cabras por otros autores
(Ginther y Kot, 1994; deCastroet al., 1999; Medan et al .,
2003; Simdes et al., 2006) en donde & niimero de oleadas
foliculares durante un ciclo estral varia de 2 a 5. Sin
embargo, en este estudio d 77.8 % de las hembras de
grupo de Control presentaron 4 oleadas mientras que la
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mayoria (62.5 %), delas hembras dd G3 manifestaron 5.
Esta diferencia en d nimero de las oleadas puede ser
explicada por un mecanismo de dominancia folicular que
se presenta en las cabras y que es mas evidente en las
oleadas 1 y 4 (Ginther y Kot, 1994). En efecto, en las
hembras del grupo G3 laduracion delaoleada 1 fue mayor
alaregistradaen d grupo de Control. Estamayor duracion
podria ser atribuida a que laintroduccion del macho haya
facilitado la dominancia folicular de uno o més foliculos
de esa oleada, y que ésta dominancia, aparentemente,
retardd € desarrollo de nuevosfoliculos y, por ende, dela
oleada siguiente (Ginther y Kot, 1994).

Conclusién

Egtosresultados permiten concluir que, laintroduccion
de un macho en un grupo de hembrasciclicas, al inicio
delafaseluteal, modificalascaracteristicasdelas
oleadasfoliculares, snembargo, no influyeenla
duraciondel ciclo estral.
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Abstract

The objective of this research was to determine the effect on the conception rates of Holstein cows, when
served 2 reduced doses of recombinant bovine somatropin (SThr) (250 mgs, each, sc) in day 56 postpartum, and
at the artificial insemination time. The experiment took placein a stable of the Comarca Lagunera, Mexico, from
August 2004 to April 2005. A group of multiparous cows (n=264) of first service were used with a number 3
corporal condition. All of them were put under a prostaglandin F2a (days 28 and 42 PP) and GnRH (day 56 PP)
estro synchronization protocol. They were divided in two groups; Witness Group (GTES, n=156) with cows to
which a placebo was administered; and STbr Group (GSTbr, n=108), with cows to which one first dose of 250
mgs of STbr in postpartal day 56 was injected. The second 250 mgs to SThr dose was applied at the artificial
insemination time (67 £ 2 days postpartum). Blood samples in 10 cows of each group, were taken every two
days, during 12 days. The concentrations of |GF-1 by means of a inmunoradiométrico test were determined. The
gestation diagnosis was performed by rectal palpation at 45 + 3 days post-insemination. The conception rates
between groups were compared by means of logistic concentration and regression analysis of IGF-I. A com-
pletely randomized experimental design with repeated measurements was applied. The conception rates in the
group of cows under SThbr treatment (65,77 + 4,57%) were higher (P<0.05) that those in the witness group (56,49
* 3,97%). ThelGF-I concentrations were higher (P<0.05) in GSTbr thanin GTES in 58 and 66 days postpartum.
The results of this study allow to conclude that with the administration of 2 reduced doses of SThr, in postpartal
day 56, and at the time of the artificial insemination, the rates of conception of Holstein cows of first service
were increased.

Key words: SThr, conception rates, Holstein cows, fertility, IGF-1, oestrus synchronization.

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar € efecto sobre las tasas de concepcion en vacas Holstein, al
administrarles 2 dosis reducidas de somatropina bovina recombinante (SThbr) (250 mg, cada una, sc) en €l dia 56
posparto, y al momento de la inseminacion artificial. El experimento se realizé en un establo de la Comarca
Lagunera, México, de agosto de 2004 a abril de 2005. Se utilizaron vacas multiparas de primer servicio (n=264),
con condicion corporal de 3. Todas fueron sometidas al protocolo de sincronizacién del estro con prostaglandina
F2a (dias 28 y 42 PP) y GnRH (dia 56 PP). Fueron divididas en dos grupos; Grupo Testigo (GTES, n=156) con
vacas a las que se les administro un placebo; y Grupo SThr (GSTbr, n=108), con vacas a las que se les inyectd
una primera dosis de 250 mg de STbr en €l dia 56 postparto. La segunda dosis de 250 mg a SThbr se aplicé al
momento de la inseminacion artificial (67 + 2 dias postparto). Se tomaron muestras de sangre en 10 vacas de
cada grupo, cada dos dias, durante 12 dias. Se determinaron las concentraciones de |GF-I mediante un ensayo
inmunoradiométrico. El diagndstico de gestacién se realizO mediante palpacion rectal a los 45 + 3 dias
postinseminacion. Las tasas de concepcion se compararon, entre grupos, mediante anélisis de regresion logistica
y las concentraciones de | GF-I. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con mediciones repetidas.
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L as tasas de concepcion fueron mas elevadas (P<0.05)
en e grupo de vacas tratadas con SThr (65.77 £ 4.57
%) que en las del grupo testigo (56.49 + 3.97 %). Las
concentraciones de IGF-I fueron mas altas (P<0.05)
en GSTbr que en GTES en los dias 58 y 66 postparto.
Los resultados de este estudio permiten concluir que
en laadministracion de 2 dosis reducidas de SThbr, en €
dia 56 postparto, y al momento de la inseminacién arti-
ficial, se incrementaron las tasas de concepcién de
vacas Holstein de primer servicio.

Palabras clave: SThr, tasas de concepcion, vacas
Holstein, fertilidad, | GF-I, sincronizacién de estros

Introduccién

En las vacas lecheras una proporcién elevada de los
embriones mueren en los siguientes dias después de la
fertilizacion (Wilmut et al ., 1989). En lasvacasrepetidoras,
la administracién de somatotropina bovina recombinante
(SThr), a momento de la inseminacion, tiene un efecto
favorable en las tasas de concepcidén (Morales-Roura et
al., 2001). Asimismo, en estudios con vacas bajo
protocol os de sincronizacion dela ovulacion, einseminadas
atiempofijo, laadministracion de STbr elevalastasas de
prefiez (Moreira et al., 2000; Moreira et al., 2001).

La administracion de STbr induce un incremento en
las concentraciones séricas y uterinas del factor de
crecimiento insulinosimil tipo | (IGF-I) y esta hormona
favorece el desarrollo embrionario temprano (Palma et
al., 1997; Rieger et al., 1998). Ademés, € IGF-I actia
como un factor de sobrevivencia embrionaria, ya que
disminuye & dafio provocado por factores embriotoxicos
(Jousan y Hansen, 2004). Por otra parte, d IGF-I puede
favorecer la sobrevivencia embrionaria a través del efecto
que tiene en € desarrollo dd foliculo ovulatorio, y en la
maduracion del ovocito (Hernandez y Diaz, 2003).

Ladosis de SThr que se ha utilizado para incrementar
laproduccion delechees de 500 mg (Bauman et al., 1999,
Gulay et al., 2003). Dado que € tratamiento con fines
reproductivos no busca un incremento en la produccion
de leche, cabe la posibilidad de utilizar dosis menores,
aplicadas en las fases fisiol6gicas més importantes, tales
como la maduracion del foliculo ovulatorio, y en €
desarrollo embrionario temprano. Ademas, un tratamiento
con 500 mg de SThr alrededor del dia 60 puede tener un
efecto negativo sobrelas tasas de concepcion, yaquetiene
un efecto rapido en la produccion de leche, e cual se
acompafia deunincremento lento en & consumo de materia
seca (Kirby et al., 1997; Bilby et al., 1999); deestaforma
la vaca puede caer en un balance energético negativo aln
mayor.

En este estudio se planted la hipétesis de que dos
administraciones de 250 mg de SThr, la primeraen d dia

56 postparto, y la segunda al momento delainseminacion
artificial (IA), incrementan las tasas de concepcion en
vacas Holstein. El objetivo de esta investigacion fue
determinar e efecto sobre las tasas de concepcién al
administrar dos dosis reducidas de SThr (250 mg, cada
una, sc) en el dia 56 posparto y al momento de la
inseminacion artificial en vacas Holstein.

Materiales y Métodos
Animales y condiciones de mantenimiento

El experimento serealiz6 en un establo de la Comarca
Lagunera de Coahuila (26° LN) que cuenta con 3,986
vacas. El experimento se llevé a cabo de agosto de 2004
a abril de 2005. Se utilizaron vacas Holstein multiparas
(n= 264) de primer servicio, con una condicion corporal
de3enlaescaladel a5 (1 emaciadaa5 obesa; Ferguson
et al., 1994). Las vacas estuvieron en régimen de dos
ordefios, con un promedio de produccion de leche de 32
litrog/dia y recibieron una dieta integral de acuerdo a los
requerimientos del NRC.

Sincronizacion del estro

Todas las vacas fueron sometidas al protocolo de
sincronizacion del estro recibiendo en € dia 28 y 42
postparto una dosis de PGF2a (Prosolvin C Intervet, 375
mg viai.m.) y en @ dia 56 las vacas recibieron una dosis
Unicade GnRH (Fertagyl, Intervet, 100 pg por viai.m.).

El grupo testigo (GTES n= 156), fueinyectado con 1.0
ml de solucion salina fisiol6gica como placebo. El grupo
SThbr (GSTbr n=108) recibio una primera dosis de 250 mg
de STbr via subcuténea en € dia 56 posparto y la segunda
dosis de 250 mg de SThr se aplicé al momento de la
inseminacion artificial (67 + 2 dias postparto).

Diagnostico de gestacion

El diagndstico de gestacion se realizé mediante
palpacion rectal alos 45 + 3 dias postinseminacion.

M uestras sanguineas

Se recolectaron 170 muestras de sangre de 10 vacas
de cada grupo, obtenidas cada 2 dias, durante 12 d,
utilizando tubos a vacio con EDTA. El plasma se obtuvo
mediante centrifugacién a 1500 g durante 30 min y se
conservé a—20 °C hasta su andlisis. Se determinaron las
concentraciones de IGF-I mediante un ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) descrita por Miles et al.
(1974) con un coeficiente de variacion intraensayo de 3.7
%.

Andlisis estadistico

En este trabgjo se definid la tasa de concepcion como
la proporcion de hembras que quedaron gestantes de
aquellas que mostraron signos de estro y que fueron
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Cuadro 1. Tasas de concepcion en vacas Holstein con dos dosis reducidas de SThr, GSThbr(*) en € dia 56 posparto y
al momento de lainseminacion artificial, 8 GTES no recibio STbr(*).

Grupos n Gestantes/vacias  Tasas de concepcion %
(+ Error estéandar)

GTES 14 87/67 56.49 (+ 3.97)*

GSThbr 108 Y37 65.77 (+ 4.57)*

*P<0.05 (chi-cuadradadeWald = 3.017)

inseminadas duranted periodo desincronizacion (Patterson
et al., 2003), esas tasas se compararon entre los dos
grupos mediante un andlisis de regresion logistica (PROC
LOGISTIC de SAS, 1996) y las concentraciones de | GF-
| se evaluaron con un disefio experimental completamente
al azar con mediciones repetidas en d tiempo empleando
e PROC GLM (SAS, 1996).

Resultados y Discusion

En este estudio se encontrd que las tasas de concepcion
fueron mas elevadas (P<0.05) en d grupo de las vacas
tratadas con SThr (Cuadro 1).

Como se puedeobservar enlaFigurallaadministracion
de la primera dosis reducida de SThr se manifesté con
elevacion de las concentraciones de IGF-I en d dia 58
postparto (P<0.01) también se encontraron diferencias

(P<0.05) en el dia 62 postparto para GSThr y las
concentraciones se mantuvieron sin elevaciones en €
GTES.

Se han reportado efectos negativos, relacionados con
la dosis de la STbr, en vacas, con d tiempo de inicio del
tratamiento, con el desempefio reproductivo, con factores
nutricionales y con la produccién de leche. Asimismo, se
ha sefialado que la STbr afecta la fertilidad de las vacas
lactantes reduciendo la expresion del estro eincrementando
la frecuencia de ovulaciones no detectadas (Kirby et al.,
1997). Otros autores han encontrado, también, que, con la
administraci on de 500 mg de STbr, disminuyeron lastasas
deprefiez (Bilby et al., 2004). Sin embargo, |zadyar et al.
(1996) reportan que, con la adicion de SThr alas cdulas
del cumulus en ovocitos cultivados in vitro, se acdera la
maduracion de nacleo y del citoplasma, que resulta en

1000 -
*%
800 -

—13+ GTES
€ 600 - * ——- GbST
>
c
| 400 - *P <0.05
O
= **P <0.01

200 -
O I I I I I I 1
56 58 60 62 64 66 68

Dias postparto

Figura 1. Niveles plasmaticos de IGF-I de las vacas que se muestrearon durante los dias 56 al 68 postparto, GTES (j%) y

GSThr(%).
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aumentos subsecuentes en d desarrollo embrionarioy que
ese efecto pudiera ocurrir también in vivo debido a que
las concentraciones de IGF-I en d liquido folicular se
elevan después de la administracién de STbr, por lo que
seriavéalido suponer quelahormonade crecimiento puede
afectar directamente al foliculo preovulatorio, asi comola
maduracion del ovocito y- de esa manera- mejorar la
fertilidad. Otro argumento esquela STbr afectalocalmente
la produccion de IGF-1, regulando mediante mecanismos
autocrinos o paracinos las cdulas de la granulosa, por o
que € IGF-I liberado de higado después de la aplicacion
con SThr, estimula & funcionamiento ovérico (Ped y
Bauman, 1987). Enlo queserefierealadinamicafolicular
en respuesta a la SThbr y a la lactacién, asi como su
contribucion en los cambios del comportamiento
reproductivo asociados a un incremento en la produccion
de leche, algunos autores indican que se debe a que la
SThr restaurala concentracion de | GF-I, que previamente
habia sido reducida por € balance energético negativo y
la lactacion (Badinga et al., 1992). El efecto dela SThbr
sobre la fertilidad en vacas lactantes se ha demostrado
por larespuesta positiva de la hormona de crecimiento y
el IGF-1 sobre lafertilizacidon y € desarrollo embrionario
(Moreiraet al., 2002). En e ganado bovino de carne una
deficiencia en los receptores de la hormona de crecimiento
se ha manifestado con una reduccion del nivel plasmatico
de IGF-I, afectando a foliculo, y al desarrollo del cuerpo
[Uteo, y en consecuencia, las concentraciones plasméticas
de progesterona (Hull y Harvey, 2001).

Después de la fertilizacion, d desarrollo embrionario
puede estar influido por la STbr y por € IGF-I, yaque se
han sido identificados receptores para estas substancias
en diferentes etapas del desarrollo embrionario (Palma et
al., 1997). Es posible que, después de la administracion
dela SThr, € desarrollo embrionario sea modulado en €
Utero y en @ oviducto, ya que se han encontrado sus
receptores en esos epiteios. El IGF-1 y otros factores de
crecimiento han sido implicados en la secrecion de la
fosfolipasaA,y delaenzima ciclooxigenasa-2 queregulan
la sintesis de PG (Berebaum et al., 1994). Ademas la
hormona de crecimiento en cultivos celulares del
endometrio inhibe la expresion de ciclooxigenasa-2 y la
secrecion de PG (Badinga et al., 2000), por lo que, la
aplicacion de STbr puede atenuar la produccion de PG
por e endometrio uterino, durante el reconocimiento
materno incrementando la sobrevivencia del embridn
(Moreira et al., 2001).

Existen reportes que indican que las vacas lecheras a
las que se les administr6 SThr en dosis reducidas
presentaron tasas de concepcion y de prefiez mas devadas
(Stanisiewski et al., 1992). Por eso, en este trabajo, se
pensd que, con dosis reducidas de SThr, se puede evitar

que esta hormona tenga un efecto répido en la produccion
de leche que se acomparia de un incremento lento en €
consumo de materia seca, por lo que la vaca puede caer
en un balance energético negativo mayor al que sepresenta
normalmente durante los dos primeros meses de la
lactacidn y, de esa manera, tener tasas de concepcion mas
altas (Kirby et al., 1997; Bilby et al., 1999).

La hipotesis de este estudio fue que dos
administraciones de 250 mg de SThr, la primeraen d dia
56 posparto, y la segunda al momento de la inseminacion,
pueden resultar en una elevacion de las tasas de
concepcion en vacas Holstein. Efectivamente, en esta
investigacion las tasas de concepcion en GSTbr fueron
més elevadas, |0 que esta en concordanciacon losreportes
de Moreira et al. (2000, 2001); Hernandez y Diaz (2003)
y Santoset al. (2004), posiblemente porquelasomatotropina
a dosis reducidas increment6 las concentraciones
plasméticas delGF-I, tal como indican Gulay et al. (2003),
con lo que se pudo favorecer la sdeccion y dominancia
del foliculo. Otros autores reportan que, con la aplicacion
de STbr a vacas sometidas a programas de inseminacion
atiempofijo, o avacas detectadas en estro, seincrementan
las tasas de prefiez porque hay mayor desarrollo
embrionario y sobrevivencia ya que la presencia del
conceptus altera la expresion endometrial de genes y
proteinas, asi como de sustancias conocidas como
nutracéuticas, que son acidos grasos insaturados,
especialmente los acidos eicosapentaenoico y
docosahexaenoico en lipidos de paso (Thatcher et al,.
2006).

En nuestro estudio (Figura 1) una posible explicacion
del incremento en las tasas de concepcidn, se debidé muy
probablemente a que se incrementé el desarrollo
embrionario temprano postinseminacion, dando como
resultado que se desarrollaran més embriones y éstos
tuvieron la capacidad de secretar mas interferon-t (Mann
y Lamming, 2001) bloqueando la cascada luteolitica (Bindli
et al., 2001). Es interesante que los resultados de este
trabajo se debieron probablemente a la combinacidn en €
programa de sincronizacion del estro, laGnRHy las PGF,,
queculminaron con € aumento en las tasas de concepcion.
Deigua maneralos resultados concuerdan con Santos et
al. (2004) quiénes indican que las vacas inseminadas a
estro detectado experimentan menos pérdidas
embrionarias.

En lo que se refiere alas dosis de SThr, Kirby et al.
(1997) argumentan queal aplicar 500 mg de STbr cada 14
d se reduce la observacion visual dd estro en las vacas
lecheras lactantes, mientras que Morbeck et al. (1991)
encontraron queal aplicar 16.5 mg de STbr/d iniciando en
la quinta semana postparto, se extiende € intervalo de
parto al primer estro observado posparto e inseminacion.
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En este estudio con las dos aplicaciones de 250 mg de
SThbr, se redujeron los dias en la presentacion de estro,
por o que probablemente la STbr afectd los centros dela
conducta del cerebro que controlan la expresion ded estro,
lo que esta en concordancia con Santos et al. (2004).

Conclusiones

Seencontro un efecto positivodela SThr end protocolo
de sincronizacion del estro, ya que los resultados de este
trabajo indican que la administracion de dos dosis de 250
mgde SThr, end dia56y a momentodelalA, incrementa
las tasas de concepcién de vacas Holstein de primer
Servicio.
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