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Resumen

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente va a depender de que contenga un
numero suficiente de espermatozoides viables, morfolégicamente normales y funcionalmente compe-
tentes, capaces de alcanzar el oviducto y de establecer un reservorio oviductal, de llevar a cabo la fecun-
dacion del ovocito, y de contribuir al desarrollo embrionario. La evaluaciéon del semen mediante técni-
cas in vitro, si ha de tener algun valor predictivo de su capacidad fecundante in vivo, deberia incluir el
estudio de tantas caracteristicas espermaticas como sea posible, especialmente cuando se trata de dosis
de semen congelado o cuando se estan evaluando nuevos métodos de criopreservacion. Los nuevos sis-
temas computerizados para el andlisis de la motilidad y de la morfometria espermatica, junto con las
tecnologias de fluorescencia, permiten adquirir, de forma répida y objetiva, datos precisos sobre multi-
ples pardmetros relativos a caracteristicas estructurales y funcionales de los espermatozoides. Ademas,
el uso de tests basados en la fecundacion in vitro (FIV) permite obtener una valiosa informacion sobre
la capacidad de los espermatozoides para reconocer e interaccionar con los ovocitos.

En el presente articulo se revisan, aunque no de forma exhaustiva, algunas de las metodologias apli-
cables in vitro para valorar la capacidad fecundante del semen bovino, atendiendo al estudio de algu-
nos atributos espermaticos que son Utiles para valorar su capacidad funcional.
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Summary

New technologies applied to processing and evaluation of bovine semen in artificial insemination
centers

The potential fertility of a semen sample will probably depend on that a sufficient number of viable,
morphologically normal and functionally competent spermatozoa reach the oviducts and establish an
oviductal reservoir, accomplish normal fertilization, and contribute to sustain embryo development. In
vitro sperm evaluation, to have any predictive value of its fertility potential in vivo, should include the
assessment of as many morphological and functional sperm characteristics as possible, especially for
the evaluation of frozen-thawed spermatozoa and of new methods for semen cryopreservation. The
new computerized systems for sperm motility and morphometry analysis, and fluorescence technolo-
gies, enable multiple and objective measurements of structural and functional sperm parameters to
be adquired in a short time. In addition, assays based on in vitro fertilization provide valuable infor-
mation about the functional ability of spermatozoa when interacting with the oocytes.

In the present work some of the in vitro methods currently used for bovine sperm evaluation are revie-
wed, though not exhaustively, covering some attributes of the sperm cell that are useful in estimating
its functional ability.

Key words: Bovine, Semen, Motility, Morphology, Sperm functionality
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Introduccion

Durante las ultimas décadas, la inseminaciéon
artificial (IA) ha demostrado ser la tecnolo-
gia reproductiva que mas ha contribuido a
acelerar el progreso genético de las diferen-
tes especies ganaderas, especialmente del
ganado vacuno de aptitud lactea; sin embar-
go, el éxito de esta tecnologia depende de
que el semen utilizado mantenga su poder
fecundante tras ser diluido y congelado.

Uno de los objetivos prioritarios de la indus-
tria de la 1A ha sido la prediccién de la capa-
cidad fecundante del semen comercializa-
do; de esta forma se han ido sucediendo a
lo largo del tiempo diferentes métodos
diagnosticos, desde la evaluacion de la
motilidad, volumen, concentracién y morfo-
logia espermatica de los eyaculados hasta la
contrastacion de dosis de semen bovino
congelado mediante sistemas de analisis
computerizado, citometria de flujo y tests
de funcionalidad espermatica basados en la
fecundacién in vitro.

Entre los inconvenientes de las técnicas clasi-
cas utilizadas para evaluar la calidad seminal
se pueden citar por un lado, la subjetividad
de las mismas, puesto que los resultados
dependen en gran parte de la experiencia y
habilidad del técnico, y ademas, el numero
de células analizadas en cada muestra suele
ser pequefo y por tanto no representativo
de la poblacién espermatica. Por otra parte,
la mayoria de las tinciones para microscopia
6ptica empleadas tradicionalmente para la
evaluacién espermatica, requieren el uso
fijadores, como formaldehido o glutaralde-
hido, que suelen interferir con los diluyentes
utilizados para la congelacién, dificultando
enormemente el analisis. Por tanto, estas
técnicas no son adecuadas para la evalua-
cién de semen congelado.

Aunque no existe ninglin método que por si
mismo sea capaz predecir la capacidad
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fecundante del semen (Rodriguez-Martinez
et al., 1997), las modernas técnicas automa-
tizadas son fiables, de facil ejecucién y ele-
vada repetibilidad, por lo que permiten
estandarizar y objetivar la contrastacion
espermatica.

Evaluacion del eyaculado bovino

Motilidad

Para que un espermatozoide sea capaz de
fecundar a un ovocito ha de reunir una serie
de requisitos, entre ellos, tener motilidad
progresiva. Dicho pardmetro ha sido y sigue
siendo el mas utilizado para valorar la cali-
dad de un eyaculado o de una dosis seminal.
El movimiento activo de los espermatozoides
es imprescindible para la colonizacién del
oviducto durante la fase de transporte esper-
matico sostenido en el tracto genital de la
hembra, y para que tenga lugar la fecunda-
cién. Ademas, la motilidad es una manifesta-
cion de viabilidad espermatica y de integri-
dad celular. Un eyaculado con un porcentaje
bajo de espermatozoides moviles, o ausencia
de motilidad, automaticamente sera descar-
tado para el procesado posterior (Den Daas,
1992; Holt y Van Look, 2004).

La motilidad espermatica normalmente se
valora de forma subjetiva, mediante la
observacion de una muestra de semen con
un microscopio de contraste de fases y plati-
na a 37 °C. En el eyaculado de los rumiantes,
dada su elevada concentracién espermatica,
se puede valorar la motilidad masal, defini-
da como el movimiento en remolinos del
total de espermatozoides de la muestra.
Normalmente la motilidad masal se valora
de forma subjetiva en una escala de 0 a 5,
con una puntuaciéon de 5 cuando se obser-
van oleadas o remolinos con movimiento
rapido y vigoroso, y de 0 cuando no se
observa movimiento en ondas. Tras la dilu-
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cion del eyaculado, o la descongelacién de
dosis de semen congelado, se estima el por-
centaje de espermatozoides individuales
que estan en movimiento y el tipo de movi-
miento que realizan (progresivo o no pro-
gresivo). Las dosis descongeladas con una
motilidad progresiva inferior al 40% (NAAB,
1986) se descartan para la IA.

La valoracién visual de la motilidad esper-
matica es el método mas simple, rapido y
barato. Sin embargo, es altamente subjetivo
puesto que los resultados obtenidos depen-
den en gran parte de la habilidad y expe-
riencia del técnico que evalta la muestra
(Rodriguez-Martinez, 2000; Phillips et al.,
2004), y ademas, si se trabaja con muestras
muy concentradas se tiende a sobrestimar el
porcentaje de espermatozoides moviles. Por
tanto, no es un método que, de forma fia-
ble y repetible, permita predecir la capaci-
dad fecundante de una muestra de semen
(Saacke y White, 1972; Linford et al., 1976).
La valoracion de la motilidad como unico
parametro de calidad seminal no es sufi-
ciente para predecir la capacidad fecundan-
te del semen (Liu y Foote, 1998), es s6lo uno
de los requisitos que ha de cumplirse, de ahi
que la correlacién existente entre la motili-
dad de una muestra de semen y su fertilidad
real, aunque significativa, sea baja (Kjaes-
tad et al., 1993).

Volumen y concentracién

El calculo del volumen y de la concentracién
de espermatozoides del eyaculado debe
hacerse de forma precisa, ya que de estos
dos parametros va a depender el nimero de
dosis seminales que pueden elaborarse a
partir de un eyaculado. El volumen debe
calcularse mediante pesada y transforma-
cion posterior de este valor mediante el fac-
tor de densidad correspondiente (Van
Camp, 1997; Howard y Pace, 1998). La com-
probacién del volumen directamente en un
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tubo graduado, aunque de uso frecuente,
suele inducir a error, bien por la presencia
de burbujas de aire, que dificultan la obser-
vacion o por la inexactitud de la propia
escala del tubo.

El método mas preciso para evaluar la con-
centracion espermatica del eyaculado es el
recuento de espermatozoides en un hemo-
citobmetro. Este método, para uso rutinario
en centros de IA, donde cada dia se evaluan
un gran numero de eyaculados y es necesa-
rio agilizar el trabajo, se hace laborioso y
lleva tiempo (Boixo, 1996). En estos casos,
normalmente se opta por el uso de un
espectrofotometro, que permite estimar de
forma indirecta la concentracion espermati-
ca basandose en la absorcién o dispersion
de la luz provocada por los espermatozoi-
des en suspension. La determinacién de la
concentracion espermatica mediante un
espectrofotometro es un método rapido y
facilita resultados con un margen de error
asumible (Catena y Cabodevilla, 1999). El
uso del hemocitometro ha quedado relega-
do a un segundo plano, empledndose fun-
damentalmente para obtener la curva de
calibracion del espectrofotémetro, o en
laboratorios en los que se evalta un reduci-
do numero de muestras de semen o bien
cuando este proceso se realiza de forma
ocasional (Garner, 1997).

En la produccién comercial de semen bovi-
no congelado, el nimero minimo de esper-
matozoides por pajuela necesario para
obtener la maxima capacidad fecundante se
ha establecido en 15 millones, con al menos
el 50% de motilidad progresiva post-des-
congelacion (Van Lieshout, 1995). No obs-
tante, las dosis seminales producidas por
muchos centros de |A exceden este niUmero
minimo establecido, intentando garantizar
la presencia de al menos 10 millones de
espermatozoides vivos y con motilidad pro-
gresiva en cada dosis seminal. Este niumero
minimo, para algunos sementales excepcio-
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nales, probablemente pueda ser reducido
hasta 5 6 6 millones de espermatozoides
vivos por dosis sin un descenso significativo
en la fertilidad (Januskaukas et al., 1996),
pero estos individuos tendrian que ser iden-
tificados. A partir de ese minimo estableci-
do, por mucho que se incremente la concen-
tracion espermatica de las dosis seminales
no se va a reflejar en un aumento de la fer-
tilidad (Amann y Hammerstedt, 2002).

Morfologia

Para una interaccién normal del espermato-
zoide con el microambiente del tracto geni-
tal femenino y con las envolturas del ovoci-
to, ademas de tener motilidad progresiva,
los espermatozoides han de ser morfolégi-
camente normales. Cualquier anomalia que
afecte a algun atributo del espermatozoide
puede dificultar su migracién en el tracto
genital de la hembra impidiendo la unién
con el ovocito (Rodriguez-Martinez, 1999).
A medida que aumenta la proporcién de
espermatozoides anormales en el eyacula-
do, desciende la capacidad fecundante del
mismo (Howard y Pace, 1998). Por tanto, se
ha de tener muy presente que las muestras
de semen con un porcentaje de espermato-
zoides morfolégicamente normales inferior
al 70% (Barth y Oko, 1989) han de descar-
tarse para la congelacion.

Se han establecido distintas clasificaciones
de las anomalias espermaticas atendiendo a
distintos criterios: a) dependiendo de si se
originan en el testiculo (anomalias mayores)
o a lo largo del transito epididimal o tras la
eyaculacion (anomalias menores) (Bloom,
1977; Barth y Oko, 1989); b) de si estan aso-
ciadas a infertilidad o no (primarias o secun-
darias, respectivamente) (Milovanov, 1938;
Bloom, 1977); o c) de la regién espermatica
implicada (anomalias de la cabeza, de la
pieza intermedia o de la pieza principal).
Cualquier anomalia, primaria o secundaria,
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si afecta a un nimero elevado de esperma-
tozoides, puede llegar a comprometer la
fertilidad del semen. Por ejemplo, si una
dosis seminal tiene una motilidad esperma-
tica individual entorno al 50%, y contiene
un 30% de espermatozoides con gotas cito-
plamaticas proximales, la alta incidencia de
esta morfoanomalia repercutird negativa-
mente en la fertilidad de esa muestra pese a
la buena motilidad del eyaculado. Este
defecto es muy comun en sementales jéve-
nes y normalmente su incidencia va dismi-
nuyendo a medida que el toro crece y
maduran sus 6rganos sexuales (Amann et
al., 2000). Otra anomalia relativamente fre-
cuente son los espermatozoides con la cabe-
za de forma piriforme. Los espermatozoides
con este defecto se observd que presenta-
ban menor capacidad de unién y de pene-
tracion de la zona pelucida, y si conseguian
fecundar a algun ovocito, los zigotos resul-
tantes tenian menor capacidad para iniciar
su desarrollo y degeneraban a las pocas
horas (Thundathil et al., 1999).

Un grupo de anomalias de especial impor-
tancia son las que afectan al acrosoma, y
entre las mas frecuentes se han descrito el
acrosoma nudoso y la membrana acrosomal
aplanada. Los espermatozoides con acroso-
ma nudoso se encontraron en el eyaculado
de sementales frisones cuya espermatogé-
nesis estaba alterada y se cree que es un
defecto de origen congénito y hereditario
(Barth y Oko, 1989). Los eyaculados que
contienen espermatozoides con el acroso-
ma nudoso suelen presentar también otras
anomalias espermaticas, lo que comprome-
te aun mas la fertilidad del semental (Grany
Dott, 1976). Si el porcentaje de espermato-
zoides con acrosoma nhudoso es elevado, se
podria decir que el semental es virtualmen-
te estéril, puesto que los espermatozoides
con esta alteracion se comprobé que no
eran capaces de atravesar las membranas
que rodean al ovocito (Thundathil et al.,
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2000; 2002). Ademads, se cree que es un
defecto no compensable, es decir, los esper-
matozoides normales presentes en el mismo
eyaculado también tenian menor capacidad
fecundante.

Otra anomalia acrosémica es la membrana
acrosomal aplanada, que se describié por
primera vez en eyaculados de toros frisones.
Se observé que los espermatozoides proce-
dentes de eyaculados bovinos con alta inci-
dencia de esta anomalia podian unirse nor-
malmente a la zona pelucida del ovocito, y
su matriz acrosomal permanecia funcional
(Thundathil et al., 2001; Meyer y Barth,
2001). No obstante, no se investigd si los
embriones eran viables o por el contrario
degeneraban a los pocos dias.

Las anomalias que afectan al nucleo esper-
matico, como las vacuolas nucleares, suelen
tener una menor incidencia. Thundathil et
al. (1998) demostraron que los espermato-
zoides que presentaban este defecto nucle-
ar se unian con dificultad a la zona pelucida
pero eran capaces de penetrar el citoplasma
del ovocito y fertilizarlo, y el embrién for-
mado continuaba su desarrollo hasta la fase
de blastocisto.

Otras anomalias mas frecuentes en semen
bovino, como las colas enrolladas o los ple-
gamientos de la pieza intermedia, si son
abundantes en el eyaculado, pueden com-
prometer la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen
una motilidad normal y por tanto no van
poder alcanzar las proximidades del ovocito
(Nothling y Arndt, 1995).

Siempre que aparezcan anomalias en un
eyaculado la fertilidad del semental puede
verse comprometida, pero realmente no se
sabe cual es el porcentaje maximo de morfo-
anomalias espermaticas que puede ser com-
patible con una fertilidad normal. Lo que
estd demostrado es que existe una correla-
cion negativa entre el numero de formas
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anormales y la fertilidad del semental (Barth
y Oko, 1989; Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Contrastacion de semen bovino congelado

El método mas fiable para determinar la
capacidad fecundante de una dosis de
semen, o para determinar si un protocolo de
congelacion funciona bien o no, es, obvia-
mente, la inseminacién de un gran nimero
de vacas (Amann, 1989). Sin embargo, las
pruebas de fertilidad tienen muchos incon-
venientes: son muy costosas, si se utilizan
pocas hembras tienen una sensibilidad muy
baja, y en situaciones de fertilidad reducida
resulta muy dificil identificar cual es la fun-
cién espermatica afectada. Ademas, las dife-
rencias cuantitativas suelen estar enmascara-
das porque las dosis seminales normalmente
contienen mayor nimero de espermatozoi-
des del que seria necesario para poder
observar una respuesta lineal en la fertilidad
(Amann y Hammerstedt, 1993, 2002; Saacke,
1982; Saacke et al., 1994). Por otra parte, no
hay muchas dudas de que el analisis objeti-
Vo, riguroso y simultaneo, de varios parame-
tros relativos a las caracteristicas funcionales
y morfoldgicas de los espermatozoides, per-
mite estimar razonablemente bien el poten-
cial fecundante de una muestra de semen
(Amann, 1989). Por tanto, no es sorprenden-
te que no se hayan escatimado esfuerzos
para el desarrollo de nuevas tecnologias in
vitro, destinadas al estudio de multiples
caracteristicas funcionales y morfolédgicas de
los espermatozoides, para intentar predecir
la capacidad fecundante del semen de la
forma mas objetiva posible.

Sistemas de Analisis Computerizado

Desde hace varias décadas numerosos inves-
tigadores (Glover, 1968; Katz y Dott, 1975;
Amann y Hammerstedt, 1980; Katz y Overs-
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treet, 1981; O’Connor et al., 1981) han dedi-
cado mucho trabajo y recursos para intentar
eliminar la subjetividad inherente a la eva-
luacion microscopica de la calidad del semen.
Fruto de estas investigaciones fue el desarro-
llo de los sistemas computerizados para el
andlisis de la motilidad espermatica. Desde
que se introdujeron en el mercado a princi-
pios de los afios 80, originalmente para la
evaluacién de semen humano, los sistemas
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se
han ido perfeccionando y modernizando, a
la vez que su precio se fue haciendo mas ase-
quible. En consecuencia, comenzaron a utili-
zarse cada vez con mas frecuencia en veteri-
naria, especialmente en la especie bovina,
tanto en el ambito de la investigacion como
en el de la industria, en centros de IA.

Un sistema CASA consta de varias unidades
interdependientes: un microscopio de con-
traste de fases conectado a una camara de
video, que envia la imagen desde el micros-
copio a un monitor de TV. Posteriormente, la
imagen es enviada desde el monitor a un
ordenador, donde un analizador digital de
imagen captura varias fotografias seriadas
de cada campo microscépico seleccionado,
normalmente en menos de 1 segundo. El
software discrimina a los espermatozoides
de otras particulas que puedan aparecer en
la imagen por su tamafo, y analiza la trayec-
toria recorrida por cada espermatozoide
individual durante esa fracciéon de segundo.
Los programas disefiados para estos equipos
incluyen una serie de pardmetros descripto-
res del movimiento espermatico que son
comunes a todos los CASA (Boyers et al.,
1989; Farrell et al., 1995), como por ejemplo:

e Andlisis de motilidad: Establece una clasi-
ficacion entre espermatozoides estaticos y
moviles, y a su vez los moviles los clasifica
segun su trayectoria en progresivos y no
progresivos (Tuli et al., 1992; Cseh et al.,
2004).
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vCL

¢ \/CL (Velocidad Curvilinea): distancia reco-
rrida por el espermatozoide a lo largo de su
trayectoria real por unidad de tiempo.

¢ V/SL (Velocidad rectilinea): distancia reco-
rrida por el espermatozoide entre el primer
punto y el ultimo de su trayectoria por uni-
dad de tiempo.

¢ VAP (Velocidad Media): distancia recorrida
por el espermatozoide a lo largo de la tra-
yectoria media.

e LIN (indice de Linealidad): es la relacion
porcentual entre la Velocidad Rectilineay la
Velocidad Curvilinea.

LIN : (VSL/VCL) x 100

* STR (indice de Rectitud): es la relacion por-
centual entre la Velocidad Rectilinea y la
Velocidad Lineal.

STR: (VSL/VAP) x 100

e WOB (indice de Oscilacién): es la relacion
porcentual entre la Velocidad Lineal y la
Velocidad Rectilinea.

WOB: (VAP /VCL) x 100

Al final del proceso, el CASA proporciona
toda una serie de datos relativos a la veloci-
dad y trayectoria de cada espermatozoide
individual, con lo que permite obtener
informaciéon precisa, objetiva y repetible,
sobre el porcentaje de células moviles pre-
sentes en la muestra y la calidad media de
ese movimiento (Amann, 1989; Anzar et al.,
1991). Pero ademas, permite identificar la
existencia de subpoblaciones de espermato-
zoides con distintos patrones de movimien-
to que coexisten en la misma muestra de
semen (Davis et al., 1995; Holt, 1996; Abai-
gar et al.,, 1999), lo cual es una vision mas
real que la motilidad media de la muestra,
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puesto que una muestra de semen contiene
una poblacién heterogénea de espermato-
zoides. Esto explicaria, al menos en parte,
que no se haya observado correlacién entre
parametros medios (por ejemplo VCL, VSL,
LIN o ALH) y la fertilidad in vivo de una
dosis seminal (Holt y Van Look, 2004).

Ademas de un estudio minucioso de la moti-
lidad, los sistemas computerizados, también
permiten realizar medidas de las dimensio-
nes de la cabeza espermatica. Se conocen
como sistemas ASMA (Assisted Sperm Mor-
phology Analisys), y estan diseflados para
realizar medidas del area, perimetro, longi-
tud y anchura de las cabezas espermaticas
presentes en una extensién de semen fijada
y tefida. Es interesante disponer de los
datos morfométricos de las dosis seminales,
puesto que se ha comprobado que la morfo-
metria anormal de las cabezas espermaticas
influye negativamente en la fertilidad de los
sementales bovinos (Gravance et al., 1996).

El uso de sistemas computerizados para la
contrastacion rutinaria de las dosis semina-
les ofrece notables ventajas, pero también
posee algunos inconvenientes:

e No existe una estandarizacion y optimiza-
ciéon de los equipos y procedimientos emple-
ados en los andlisis (Verstegen et al., 2002).
Cada laboratorio trabaja con distintos equi-
pos y los “set up” también difieren mucho
de unos equipos a otros, lo cual provoca que
los resultados facilitados por los distintos
centros para los mismos pardmetros sean
muy dispares. Esto significa que cada labora-
torio debe estandarizar su propio equipo y
establecer su protocolo de trabajo, teniendo
en cuenta que dichos resultados seran unica-
mente aplicables a las muestras evaluadas
con ese equipo en cuestion.

e Los sistemas CASA permiten determinar la
concentracién espermatica de la muestra a
analizar. Sin embargo, Verstegen et al.
(2002) comprobaron, utilizando muestras de
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semen de distintas especies animales, que
los CASA tienden a sobreestimar la concen-
tracién de espermatozoides de la muestra.
Dichos autores atribuyen el error a que,
debido a las colisiones espermaticas, el mis-
mo espermatozoide puede ser contabilizado
varias veces. Cuanto mayor es la tasa de dilu-
cion del semen, los problemas de sobreesti-
macion de la concentracion tienden a dismi-
nuir puesto que la posibilidad de colision
disminuye.

Citometria de flujo: métodos aplicados al
analisis de espermatozoides bovinos

La citometria de flujo es una técnica que
permite identificar, cuantificar y separar
las distintas subpoblaciones celulares pre-
sentes en una muestra de células en sus-
pensién, en funcién de los distintos patro-
nes de tincion adquiridos tras el marcaje
con diferentes colorantes fluorescentes,
que se unen a estructuras celulares especi-
ficas o se acumulan selectivamente en
compartimentos intracelulares.

A lo largo de las dos ultimas décadas, la
citometria de flujo se ha convertido en una
herramienta de gran utilidad para la inves-
tigacion de poblaciones espermaticas. Se
han desarrollado muchos métodos de tin-
cion y combinaciones de fluorocromos, se
han comercializado muchos fluorégenos
nuevos, que permiten analizar una gran
variedad de funciones espermaticas, y como
resultado, hoy en dia, el uso de esta técnica
ofrece la posibilidad de analizar multiples
caracteristicas espermaticas, simultanea-
mente en la misma muestra de semen, de
una forma rapida, precisa y objetiva. Debi-
do al creciente nUmero de parametros ana-
lizables y al desarrollo de citdbmetros a un
coste accesible, se ha extendido su uso
tanto en laboratorios de investigacion como
en centros de IA.
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Entre las caracteristicas espermaticas mas
frecuentemente analizadas para el control
de calidad del semen bovino se incluyen el
estudio de la viabilidad espermatica, de la
integridad acrosomal y de la funcionalidad
mitocondrial, asi como la investigacién del
estado de capacitacién de los espermatozoi-
des. Ademas, la citometria de flujo también
permite obtener muestras de espermatozoi-
des sexados, bien para uso en IA o en fecun-
dacion in vitro (Garner et al., 1983; Pinkel et
al., 1985; Johnson et al., 1989).

Analisis de la viabilidad espermatica

El estudio de la viabilidad espermética nor-
malmente se basa en el andlisis de la inte-
gridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, mediante el uso de dos
fluorocromos combinados: uno de ellos sélo
es capaz de atravesar las membranas plas-
maticas dafadas o degeneradas, y por tanto
permite identificar las células muertas o en
proceso de degeneracién, mientras que el
otro es capaz de atravesar membranas celu-
lares intactas y por tanto permite identificar
la poblacion de células viables (Garner,
1997).

Uno de los fluorocromos mas utilizados
para identificar células muertas es el loduro
de propidio (Pl). Este compuesto entra en
espermatozoides con la membrana plasma-
tica dafada, se une al nucleoy, al ser excita-
do por la longitud de onda apropiada (510-
560 nm), emite fluorescencia roja. Ademas
del PI, existen otros marcadores fluorescen-
tes especificos para células muertas cuyo
mecanismo de accién es similar, como por
ejemplo, el Hoechst 33258 (Keeler et al.,
1983; Pintado et al., 2000), el bromuro de
etidio (Evenson et al., 1982) o la hidroetidi-
na (HED) (Ericsson et al., 1989), entre otros.

Entre los fluorocromos mas utilizados para
identificar la poblacién de células vivas se
encuentra el grupo de las carboxifluorescei-
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nas: CFDA: diacetato de carboxifluoresceina,
(Garner et al., 1988; Harrison y Vickers, 1990),
CMFDA: diacetato de carboximetilfluorescei-
na, (Garner et al., 1986) o CDMFDA: diaceta-
to de carboxidimetilfluoresceina (Ericsson et
al., 1990), que son compuestos no fluores-
centes capaces de atravesar membranas celu-
lares intactas. En el interior de las células,
debido a la accion de esterasas intracelulares,
se convierten en carboxifluoresceina, molé-
cula que al ser excitada a una longitud de
onda de 488 nm emite fluorescencia verde,
quedando retenida intracelularmente por
membranas celulares intactas.

Otro fluorocromo ampliamente utilizado
para identificar espermatozoides vivos es el
SYBR-14, que es capaz de atravesar membra-
nas intactas y de unirse al ADN de los esper-
matozoides (Garner et al., 1988; Garner y
Johnson, 1995). Presenta algunas ventajas
con respecto a los fluorocromos basados en
la actividad esterasa intracelular: es una
molécula mas estable, no tiene que sufrir
una transformacién enzimatica para poder
actuar, y se une especificamente al ADN del
espermatozoide, lo que supone que toda
particula que no contenga dicho material
genético no se va a marcar, y por tanto que-
dard descartada del andlisis. El SYBR-14
suele utilizarse en combinacion con Pl (Gar-
ner et al., 1988), y de esta forma se pueden
distinguir dos poblaciones espermaticas: una
de ellas constituida por células muertas o en
estado de degeneracién, cuyas membranas
plasmaticas son permeables al Pl, y por tanto
emiten fluorescencia roja; y la otra constitui-
da por espermatozoides viables, cuyas mem-
branas intactas son impermeables al Pl pero
dejan entrar el SYBR-14, y por tanto emiten
fluorescencia verde.

Un fluorocromo con un mecanismo de
accion similar al del SYBR-14, capaz de iden-
tificar espermatozoides vivos, es el Hoechst
33342. Este compuesto también entra en
células vivas y se une al ADN espermatico,
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sin embargo, su uso esté limitado por la lon-
gitud de onda de su espectro de excitacién,
que esta en el rango UV. La mayoria de los
citometros disponen de un laser con una
longitud de onda de 488 nm, y para evaluar
las muestras marcadas con Hoechst 33342,
es preciso disponer de un laser de menor
longitud de onda.

Con respecto a la correlacion entre la viabi-
lidad espermatica y la capacidad fecundan-
te de las dosis seminales hay discrepancia
entre los autores. Decuadro et al. (2002) y
Christensen et al. (2004) hablan de una
correlacion elevada entre la viabilidad
espermatica y capacidad fecundante de las
dosis, siempre que se respete una concen-
tracién espermatica minima por pajuela. Sin
embargo, Graham (2001) observé que la
viabilidad espermatica apenas se correlacio-
naba con la fertilidad. Los marcadores para
viabilidad espermatica pueden usarse en
combinacion con otros fluorocromos que
permiten valorar otras estructuras del
espermatozoide, como la integridad de la
membrana acrosomal o la funcionalidad
mitocondrial.

Anélisis de la funcionalidad mitocondrial

El fluorocromo Rodamina 123 fue el prime-
ro que se utilizé para evaluar la funcionali-
dad mitocondrial en espermatozoides hu-
manos, y posteriormente en los de otras
especies domésticas (Evenson et al., 1982;
Anger et al., 1989; Graham et al., 1990). Este
fluorocromo penetra en mitocondrias con
actividad respiratoria y se acumula en su
interior. Al incidir la luz del laser sobre
espermatozoides teiidos con Rodamina
123, la pieza intermedia de los espermato-
zoides con mitocondrias activas emite una
intensa fluorescencia verde (Ericsson et al.,
1993). La Rodamina 123 suele utilizarse en
combinaciéon con Pl, que tifie de rojo los
espermatozoides degenerados y por tanto
sin actividad mitocondrial. Aunque la Roda-
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mina 123 permite cuantificar la poblacién
de espermatozoides con mitocondrias acti-
vas, no permite diferenciar el grado de acti-
vidad respiratoria de las células (Graham,
2001). Evaluando dosis de semen bovino
congelado, Gillan et al. (2005) observaron
una elevada correlacién entre el porcentaje
de espermatozoides positivos a Rodamina
123 y el porcentaje de espermatozoides
positivos a SYBR-14, lo que indica que los
espermatozoides vivos en la mayor parte de
los casos tienen funcionalidad mitocondrial.

Thomas et al. (1998) y Garner y Cheryl (1999)
desarrollaron una nueva tincién mitocon-
drial utilizando el fluorocromo JC-1, que
permite diferenciar entre espermatozoides
con baja y alta actividad respiratoria. El JC-1
se acumula en el interior de las mitocon-
drias, si la actividad respiratoria es elevada
forma agregados intramitocondriales que
emiten fluorescencia naranja, y si la activi-
dad respiratoria es baja, el JC-1 no llega a
formar agregados y emite fluorescencia
verde.

Andlisis de la integridad acrosomal

La integridad acrosomal puede ser valorada
por numerosos procedimientos (Cross y Mei-
zel, 1989), pero cuando se utiliza citometria
de flujo como método de analisis, el mas
comun es el uso de una lectina conjugada
con un fluorocromo (Graham et al., 1990;
Cheryl et al., 1997; Maxwell et al., 1997).
Entre todas las lectinas disponibles comer-
cialmente, las mas frecuentemente utiliza-
das son la PNA (peanut agglutinin), que se
une especificamente a la membrana acroso-
mal interna de los espermatozoides (Cross y
Watson, 1994), y la PSA (pisum sativum
agglutinin), que se une a la matriz acroso-
mal y a la membrana acrosomal externa
(Cross et al., 1986; Way et al., 1995). El uso
de lectinas conjugadas con un fluorocromo,
como por ejemplo fluoresceina (FITC) o fico-
eritrina (PE), permite detectar aquellos
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espermatozoides que tienen la membrana
acrosomal danada, lo cual posibilita el paso
de la lectina, y por tanto del fluorégeno, al
interior del compartimento acrosomal (Gra-
ham et al., 1990; Nolan et al., 1992).

Cross et al. (1986) y otros (Centola et al,,
1990; Mendoza et al., 1992) describieron el
uso de PSA marcada con FITC para detectar
acrosomas intactos en lugar de acrosomas
dafados, en espermatozoides humanos, uti-
lizando microscopia de fluorescencia. En
estos estudios, los espermatozoides tenian
que ser fijados y sus membranas permeabili-
zadas con etanol para permitir el acceso de
la lectina al contenido acrosomal. Este
método se adaptd con éxito al estudio de
espermatozoides de diversas especies do-
mésticas (Berger, 1990; Mattioli et al., 1996;
Sukardi et al., 1997). Sin embargo, el trata-
miento de los espermatozoides con etanol
no es recomendable cuando se va a utilizar
citometria de flujo para el andlisis de las
muestras, puesto que puede causar precipi-
tacion de sales presentes en el medio extra-
celular y aglutinacién celular (Crissman vy
Steinkamp, 1990), y ademas, dificulta el
analisis simultaneo de la viabilidad esper-
matica y de la integridad acrosomal. Por
tanto, este método se utiliza mas frecuente-
mente en combinaciéon con microscopia de
fluorescencia, mientras que con citometria
de flujo, lo mas comun es el uso de esper-
matozoides vivos no permeabilizados, y por
tanto la lectina detectard los acrosomas
dafiados.

Otra posibililidad para identificar la presen-
cia de alteraciones acrosomales es el uso de
anticuerpos monoclonales, marcados con
un fluorocromo, frente a moléculas especifi-
cas del contenido acrosomal (Palencia et al.,
1996; Thomas et al., 1996).

Para valorar simultdneamente el estado del
acrosoma y la viabilidad espermatica se
pueden combinar tres fluorocromos. Por

R. Muifo et al. ITEA (2005), Vol. 101 (3), 175-191

ejemplo, Nagy et al. (2003) desarrollaron
una triple tincion para espermatozoides
bovinos, en la que combinaban el uso de
SYBR-14 y PI, para evaluar la viabilidad
espermatica, con la lectina PNA marcada
con ficoeritrina (PE-PNA), que tifie en
naranja los acrosomas dafados. Esta triple
tincion genera la apariciéon de cuatro pobla-
ciones espermaticas: 1) espermatozoides
vivos con el acrosoma intacto (positivos a
SYBR-14 y negativos a PE-PNA), 2) esperma-
tozoides vivos con el acrosoma dafado
(positivos a SYBR-14 y positivos a PE-PNA),
3) espermatozoides muertos con el acroso-
ma intacto (positivos a Pl y negativos a PE-
PNA) y 4) espermatozoides muertos con el
acrosoma dafiado (positivos a Pl y a PE-PNA).
Durante las primeras horas tras la desconge-
lacion de las muestras, los espermatozoides
vivos apenas tienen el acrosoma dafiado, es
decir, la segunda poblacién espermatica esta
ausente, sin embargo, esta poblaciéon puede
aparecer tras varias horas de incubacién a
37 °C. Se ha demostrado que existe una
correlacion positiva entre la integridad
acrosomal y la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Thomas et al., 1996).

Tests de funcionalidad espermatica basados
en la FIV

Se han diseflado numerosos tests para eva-
luar in vitro la funcionalidad de los esper-
matozoides, especialmente de dosis conge-
ladas, en relacién a su capacidad para
interaccionar con el ovocito. Estos tests eva-
lGan las distintas fases del proceso de fecun-
dacién, como la capacidad espermatica de
reconocimiento y unién a la zona pelucida
(ZP), la penetracion de ovocitos homélogos
o heterdlogos (libres de zona pelucida), o la
inducciéon del desarrollo embrionario.
Muchos de estos tests se han adaptado a la
especie bovina y su utilidad ha sido evalua-
da por diversos autores (Brackett et al.,
1982; Davis et al., 1987; Fazeli et al., 1993;
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Lonergan, 1994; Shamsuddin et al., 1996;
Zhang et al., 1995; Ward et al., 2002, 2003).

e Tests de union a la zona pelucida: Este
test se dised con el objetivo de cuantificar
el nimero de espermatozoides capacitados
que son capaces de unirse selectivamente a
la zona pelucida de ovocitos homélogos.
Los resultados de este test, en la especie
humana, son altamente predictivos del
resultado de la FIV (Franken et al., 1989,
1993). En algunas especies domésticas se ha
intentado establecer una correlacién entre
los resultados del test de union a la zona y
la fertilidad in vivo del semen. Mientras que
algunos autores encontraron una correla-
ciéon positiva (Fazeli et al., 1993, 1997), otros
no observaron correlacion alguna (Codde y
Berger, 1995; Berger, 1996; Braundmeier et
al., 2002).

¢ Tests de hemizona: Es una variante del
test de unién a la zona, que consiste en la
microseccién de un ovocito para obtener
dos hemizonas con una funcionalidad equi-
valente a la de la zona pelucida intacta. Ello
permite comparar la capacidad de unién a
la zona de espermatozoides procedentes de
individuos fértiles, que funcionan como
control, con la de muestras espermaticas
cuya fertilidad se desconoce (Franken et al.,
1993). El test de hemizona es mas complejo
y laborioso que el test de unién a la zona,
aunque éste Ultimo exige disponer de un
mayor numero de ovocitos (Zhang et al.,
1995).

e Tests de penetracion de ovocitos de
hamster libres de zona pelucida: Este
test, desarrollado por Yanagimachi y Rogers
(1976), permite valorar la capacidad de los
espermatozoides para penetrar un ovocito
de hamster libre de zona pelucida. Se utiliza
fundamentalmente en la especie humana
para valorar la fertilidad espermatica
(Rogers, 1985), debido a las restricciones
legales o éticas que existen en algunos pai-
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ses para el uso de ovocitos humanos. Este
test se ha desarrollado con éxito en la espe-
cie bovina (Brackett et al., 1982) pero su
aplicaciéon es muy escasa, puesto que es mas
sencillo obtener ovocitos bovinos a partir de
ovarios de matadero que obtener ovocitos
de hamster para luego extraerles la zona
pelucida.

e Tests de FIV: La fecundacion in vitro de
ovocitos homoélogos es, sin lugar a dudas, el
test mas completo para evaluar la funciona-
lidad espermatica, ya que permite valorar
todas las fases del proceso de fecundacion,
desde el estado de capacitacién espermatica
hasta la fusion con la membrana vitelina del
ovocito o el inicio del desarrollo embriona-
rio (Lonergan, 1994; Shamsuddin et al.,
1996; Ward et al., 2002). Aunque en algu-
nos estudios se ha encontrado una elevada
correlacion con la fertilidad in vivo de los
toros (Hillery et al., 1990; Marquant-Le
Guienne et al, 1990; Zhang et al., 1997;
Ward et al., 2003), todavia se necesita una
mayor estandarizaciéon de los métodos a la
hora de aplicar dicha técnica, puesto que
existe considerable variabilidad entre los
resultados de FIV obtenidos para un mismo
toro, debido a factores de variacién como
por ejemplo el método de seleccion de los
espermatozoides (percoll o swim-up) (Parrish
et al., 1995), de capacitacién espermatica in
vitro (Saeki et al., 1995) o el numero de
espermatozoides utilizado para la insemina-
cion de los ovocitos (Kroetsch y Stubbings,
1992).

Como hemos mencionado anteriormente,
pocos pardmetros individuales indicadores
de viabilidad espermatica tienen una corre-
lacion significativa con la fertilidad de la
muestra de semen, y si la tienen, dicha
correlacion es baja (Amann y Hammerstedt,
1993). Sin embargo, la combinacién de
varios parametros espermaticos, determina-
dos objetivamente y de forma simultanea,
en un analisis de regresion multiple permite
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obtener una correlacién elevada con la fer-
tilidad de los toros evaluados (Farrell et al.,
1998; Wood et al., 1986). Este analisis esta-
distico se ha utilizado para obtener valores
predictivos de la fertilidad, como la tasa de
no retorno, antes de poder conocer la ferti-
lidad de campo de dichos reproductores.
Este procedimiento indica que es posible el
uso de una combinacién de tests de labora-
torio para determinar la calidad seminal y
para predecir la fertilidad potencial de un
toro, especialmente para diferenciar ma-
chos infértiles o subfértiles, de sementales
con fertilidad promedio elevada. Amann y
Hammerstedt (2002), sin embargo, sugieren
que intentar establecer correlaciones entre
pruebas in vitro y fertilidad in vivo carece de
validez, y que los resultados obtenidos a
partir de la evaluacién in vitro del semen
deberian utilizarse para predecir machos o
muestras subfértiles, mientras que los datos
de fertilidad deberian utilizarse para com-
probar el grado de correccién de esas pre-
dicciones.
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Resumen

La inseminacién instrumental es una técnica fundamental en el momento de plantear la seleccién y
mejora de las abejas meliferas, no solo por la necesidad de preservar nuestros ecotipos locales, sino
también por la necesidad de mejorarlos, procurando colonias con caracteristicas que aumenten la
produccién y ofrezcan resistencia a las enfermedades (abejas resistentes a varroasis, ascosferosis,
etc.).

Este estudio fue realizado con el objetivo de comparar la actividad de colonias de Apis mellifera L.
sometidas a inseminacién instrumental con la actividad de colonias fecundadas naturalmente.
Siguiendo la técnica de inseminacién de Schley o el acoplamiento natural, comparamos los tratamien-
tos con enfoque en el porcentaje de pérdidas, la eficacia del tipo de tratamiento, la aceptacién de las
reinas en las colmenas y la produccién de reinas vivas y fértiles después de su introduccién en las col-
menas. El estudio estadistico de la informacién fue realizado usando el test del 2.

En el laboratorio de Fisiologia e Reproduccién de la Escuela Superior Agraria de Braganca, realizamos
la inseminacion de 30 reinas y en la colmena de fecundacion se dejaron acoplar naturalmente 26 rei-
nas. Todas las reinas fueron seleccionadas segun su comportamiento higiénico y productivo.

Con la inseminacién instrumental, obtuvimos 80% de reinas fertilizadas y con el acoplamiento natural
obtuvimos 85%. Fueron detectadas diferencias significativas (P<0,01) en la aceptacion de las reinas
después de su introduccién en las colonias de acuerdo con el tipo de fecundacion. En la inseminacién
instrumental la aceptacion en las colmenas fue de 58,4%, y en la fecundacién natural fue de 72,7%.
Del mismo modo, el numero total de reinas vivas y fértiles varié significativamente (P<0,01) segun el
tipo de fecundacién a que fueron sometidas las reinas. Con la inseminacion instrumental, obtuvimos
una produccién de 47,6% de reinas vivas y fértiles mientras que con la fecundacién natural se observé
mejores resultados (61,5%).

Palabras clave: Apis mellifera, Reinas, Acoplamiento natural, Inseminacién instrumental

Summary

Comparison of the activity of the colonies of Apis mellifera L. submitted to instrumental
insemination with that of the colonies naturally fertilized

Instrumental insemination is a fundamental technique in the moment when we select and improve
the honeybee, not only in order to preserve our local ecotypes, but also due to the necessity to
improve them, looking for hives with characteristics that increase the production and offer resistance
to diseases (bees resistant to Varroa, Ascosphaeriosis, etc.).
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This study was carried out with the aim of comparing the activity of the colonies of Apis mellifera L.
submitted to instrumental insemination with the activity of the colonies naturally mated. Following
Schley’s insemination technique or natural mating, we compared treatments with regards to the per-
centage of losses, the effectiveness of the kind of treatment, the acceptance of the queens in the
hives and the production of fertile queens that survived their introduction in the hives. The statistical
analysis of the information was done using the 2 Test.

In the laboratory of Physiology and Reproduction of Superior Agrarian School of Braganca, we car-
ried out the insemination of 30 queens and in the mating hive 26 queens were allowed to mate nat-
urally. All the queens were selected according to their hygienic behaviour and their productiveness.

With the instrumental insemination we obtained 80% of fertilized queens and, with the natural mat-
ing we obtained 85%. There were different frequencies (P<0.01) in the acceptance of the queens
after their introduction in the colonies according to the kind of fertilization. Through the instrumen-
tal insemination the acceptance in the hives was 58.4%, and with natural fecundation was 72.7%.
Likewise, the total number of fertile and living queens varied significantly (P<0.01) according to the
kind of technique that was used. With the instrumental insemination, we obtained a production of
47.6% of fertile and living queens while the natural mated queens showed better results (61.5%).

Key words: Apis mellifera, queens, natural mating, instrumental insemination

Introduccion

Segun Harbo (1986) los principios basicos de
la inseminacion instrumental en apicultura
fueron desarrollados entre los afios 1926 a
1947, inicidandose la técnica moderna en los
EE.UU. con el trabajo de Watson en el afio
de 1927 (Woyke, 1976; Laidlaw, 1989a,b;
Schley y Guth, 1990; Crane, 1992; Morse,
1994). Este método se basaba en la utiliza-
cion de una microaguja fijada a un micro-
manipulador, la reina se fijaba con un hilo
de seda a un pedazo de madera y la camara
del aguijon era abierta con una pinza man-
tenida con la mano (Woyke, 1976 y Laidlaw,
1989b). Ademas, Watson (1927) introdujo
otras caracteristicas que se mantienen en la
actualidad en la practica de la inseminacién,
como son, la utilizacion del microscopio y
luz artificial, la decapitacién de los zdnga-
nos para provocar la eyaculacién, la utiliza-
cion del esperma de varios zanganos en la
inseminacién e incluso desech6 la denomi-
nacion de “inseminacion artificial” por la de
“inseminacion instrumental”, como afade
Laidlaw (1989a).

Otras particularidades fueron perfeccionadas
a lo largo del tiempo y aportaron mejoras a
esta técnica, como por ejemplo, la observa-
cion hecha por Mackensen (1947) donde se
provoca que una reina ponga huevos tratan-
dola dos veces con CO, (Woyke, 1976; Mac-
kensen y Ruttner, 1976; Harbo, 1986; Lai-
dlaw, 1989a,b). Las dos narcosis se pueden
realizar en el tiempo de 10 minutos y se prac-
tican a intervalos de un dia, pudiendo estar o
no seguidas por la inseminacion; pero tam-
bién se pude administrar un tercer trata-
miento, para estar seguros del éxito, como
afladieron Mackensen y Ruttner (1976).

Una particularidad relativa a los machos es
el hecho de que el esperma de los zdnganos
puede conservarse “in vitro” a temperatu-
ras mayores a 0 °C, durante algun tiempo
(Taber y Blum, 1960 y Taber, 1961, citados
por Woyke, 1976), mas precisamente, en la
jeringa almacenado a una temperatura de
20 a 25 °C durante dos dias (Harbo, 1986).
Ademas, cuando se mezcla con estreptomi-
cina y se introduce en capilares de vidrio,
cerrados y conservados a una temperatura
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de 13-15 °C, todavia se puede lograr fecun-
dar con él después de 35 semanas (Poole y
Taber, 1970, citados por Woyke, 1976).

En lo que respecta a la técnica de introduc-
cién de reinas, la introduccion de la reina en
un nucleo de 3-5 cuadros, con suficientes
abejas jovenes y cria operculada, es uno de
los métodos recomendados y biolégicamen-
te mas adecuado para su manutencion
(Drescher, 1976).

Este estudio fue realizado con el objetivo de
comparar la actividad de colonias de Apis
mellifera L. sometidas a inseminacion ins-
trumental con la actividad de colonias
fecundadas naturalmente, en lo que con-
cierne a su aceptacion segun el tipo de apa-
reamiento.

Material y métodos

Este estudio fue realizado en la ciudad de
Braganca, perteneciente a la provincial de
Tras-Os-Montes y ubicada en el Nordeste de
Portugal, cuyas coordenadas son latitud 41°
49' N, longitud 6° 40" W y se encuentra,
aproximadamente, a 720 m de altitud.

El ensayo se llevo a cabo entre Julio de 1995
y mayo de 1997, en uno de los colmenares
experimentales que el Instituto Politécnico
de Braganca posee en el area de influencia
del Parque Natural de Montesinho y en el
laboratorio de Fisiologia e Reproduccién de
la Escuela Superior Agraria de Braganca.
Esta es una zona de gran atraccién melifera,
por la variedad de flora que presenta el
matorral. Las cuarenta colonias testadas
estaban alojadas en colmenas del modelo
Lusitana, de disefio nacional. Caracteres
destacados de éstas son el hecho de que
solamente llevan medias alzas, con una
poblacién agrupada entre dos a cuatro
alzas y un cuerpo de camara de cria. El ori-
gen del apiario es simple, una vez que fue
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formado por enjambres autéctonos ya exis-
tentes en el colmenar. A su vez, el manejo es
estable, pués, no hacen trashumancia.

Material utilizado en la inseminacién
instrumental

Para el desarrollo de la metodologia de la
inseminacion instrumental se utilizé un apa-
rato de inseminacion tipo estandar, segun
Schley, y ademas se emplearon los siguien-
tes accesorios:

¢ una lupa binocular con una ampliacion de
7 a 20 aumentos, la cual tiene un brazo fle-
xible y giratorio;

e tubos capilares, para la conservaciéon del
esperma;

* marcadores de colores diferentes, para
identificar la edad de los zanganos;

e caja de vuelo Andersen, para el transporte
de los machos y recoleccion del esperma;

e jaulas pequenas, para el transporte de las
reinas con 5-10 acompanantes;

* botella de CO,.

Material empleado en la introduccién de
reinas (enjaulado)

Para la realizacion de la técnica de introduc-
cién se emplearon unas jaulas de plastico,
blancas, pequenas y rectangulares similares
a las jaulas de introduccién de Miller, aun-
que diferian de estas en que solo tienen un
orificio de entrada.

Preparacion de las reinas para la
inseminacion

Las reinas destinadas para la inseminacién
fueron mantenidas en libertad en los
“baby-nucleos” o nucleos de fecundacion,
desde la eclosiéon hasta el quinto o sexto dia
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de vida. Para evitar el vuelo no controlado
de estas reinas se instald, delante de la
piquera, un excluidor, cuyos separadores
eran de plastico.

En el dia de la inseminacién, las reinas fueron
transportadas por la mafana desde el colme-
nar de fecundacién hasta el laboratorio, en
una jaula pequefia con 5 a 10 acompanantes
y el respectivo alimentador con “candi” en
pasta. La distancia aproximada fue de 20 Km.

Preparacion de la cria y mantenimiento de
los zdnganos para la inseminacién

Para la produccién de los zanganos se par-
ti6 de colonias seleccionadas del mismo col-
menar, conocidas por su excelente capaci-
dad limpiadora y su rendimiento como
criadoras. Algunos dias antes de la eclosion,
los panales con cria de zanganos eran mar-
cados con alfileres, con el objeto de contro-
lar su eclosion. Para conocer la edad minima
de los zdnganos presentes durante 2 a 3
dias, a lo largo de la eclosién, los individuos
recién nacidos fueron marcados con tinta
de colores diferentes. Esto se realizé a pri-
meros de junio de 1996.

Al cabo de algunos dias (10 a 12 dias), los
zdnganos eran llevados de las colmenas al
laboratorio de Fisiologia y Reproduccién de
la Escuela Superior Agraria (Instituto Politéc-
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nico de Braganca), en una caja de vuelo tipo
Andersen, descrita por Dustmann et a/.
(1991). La caja fue construida manualmente,
de madera con una parte de red de alambre,
un alimentador y una jaula para separar los
zdnganos de las eventuales obreras agrega-
das para su cuidado (en numero por lo
menos igual al de los machos). Los zdnganos
fueron capturados en la piquera cuando
regresaban del campo.

Preparacion de la inseminacion instrumental

Se siguid la técnica de inseminacion de
Schley, descrita por Schley y Guth (1990) y
Dustmann et al. (1991). Fueron utilizados en
media 10 a 12 zdnganos, por cada reina inse-
minada, los cuales tenian una edad aproxi-
mada de 10 a 12 dias.

La recolecciéon del esperma se realizé a
mediados de junio, mediante recogida arti-
ficial, prensando el abdomen de cada zan-
gano, y éste fue conservado en tubos capila-
res a temperatura ambiente de 21 °C (una a
dos semanas), como describieron Harbo y
Williams (1987), Harbo (1989) y Guth (1990).
Se utilizé como diluyente la solucién salina
fisiologica de Hyes, de sencilla elaboracion 'y
eficacia comprobada, de acuerdo con varios
autores, Ruttner y Tryasko (1976), Moritz
(1989), Kuhnert (1990) y Dustmann et al.
(1991) (tabla 1).

Tabla 1. Composicion de la solucion fisiolégica de Hyes (Ruttner y Tryasko, 1976)
Table 1. Physiological saline solution according to Hyes (Ruttner and Tryasko, 1976)

Componentes

Cantidad (Gramos)

Cloruro de sodio (NaCl)

Cloruro de calcio (KCl)

Cloruro de potasio (CaCl)
Hidrocarbonato de sodio (NaHCO,)

9,0
0,2
0,2
0,2

Diluyendo en 1000 ml de agua destilada
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Las inseminaciones se efectuaron a finales
del mismo mes, para las cuales se respeta-
ron los siguientes pasos: toma del esperma
en la jeringa, instalaciéon y narcosis de la
reina e inseminacion.

Mantenimiento de las reinas después de la
inseminacion

Las reinas inseminadas fueron introducidas
en las jaulas para posterior transporte hasta
el colmenar de fecundacién, donde se deja-
ron libres en los respectivos “baby-nucleos”.
El excluidor se sacé de la piquera solo después
de haber comprobado el inicio de la puesta.

Técnica de introduccién de las reinas

Se siguio la técnica de las jaulas de introduc-
cion, segun Miller descrito por Laidlaw
(1979) y Ruttner (1987).

El dia anterior a la realizaciéon del repobla-
miento se dejaron huérfanas 33 colmenas del
apiario. A su vez, las jévenes reinas, ya mar-
cadas, se transportaban del colmenar de
fecundacion en las jaulas de introduccion
tipo Miller. Estas reinas, inseminadas instru-
mentalmente o fecundadas naturalmente, se
introdujeron sobre un panal, en la zona de la
cria a punto de nacer. El principio basico de
esta técnica de introduccién tiene como
objetivo estimular las abejas de la colonia a
consumir la solucién azucarada del comparti-

S.M.A. Pires et al. ITEA (2005), Vol. 101 (3), 192-200

miento del “candy”, permitiendo de esta
forma, su entrada y familiarizacion con la
reina. Al cabo de dos a tres dias, la entrada se
queda libre y las obreras pueden entrar en el
compartimiento donde esta la reina y ésta,
ya aceptada, puede salir. Pasados 8 a 10 dias
se puede verificar la aceptacion verificando si
hay puesta en los cuadros de la colmena o
observando la reina marcada.

Estudio estadistico

Hemos aplicado el test del 2 (Snedecor y
Cochran, 1980) para evaluar la frecuencia
de los datos del grado de aceptaciéon de las
reinas seleccionadas (inseminadas instru-
mentalmente y fecundadas naturalmente).

Resultados

Tras la realizacion de la inseminacién instru-
mental y mediante el acoplamiento natural,
hemos expresado en la tabla 2 la compara-
cion entre tratamientos, relativos al porcen-
taje de pérdidas, eficacia del tipo de trata-
miento, aceptacién de las reinas en las
colonias y produccién de reinas fértiles y
vivas después de su introduccién en las colo-
nias. Mediante los dos tratamientos pudi-
mos estudiar con mayor detalle la eficacia
durante el periodo de apareamiento.

Tabla 2. Comparacion entre los dos tipos de fecundacion a que fueron sometidas las reinas
seleccionadas
Table 2. Comparison of the two types of fecundation to which the selected queens were submitted

Técnica N.° %total % de la % de aceptacion % total de
de reinas de perdidas  eficacia en las colonias reinas vivas
y fértiles en
produccion
Inseminacién instrumental 30 20,0 80,0 58,4 46,7
Fecundacion natural 26 15,0 85,0 72,7 61,5
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En la inseminacién instrumental obtuvimos
pérdidas del orden del 20% que fueron
debidas, en parte (7%) a la muerte de las
reinas en el transporte desde el colmenar
de fecundacién hasta el laboratorio donde
haciamos la inseminacién y posteriormen-
te, del laboratorio hasta el colmenar de
fecundacion. Las otras pérdidas, del orden
del 13%, fueron observadas en los “nucleos
baby"”, ya después de la inseminacién. A su
vez, en la fecundacién natural las pérdidas
fueron inferiores (15%) y presumiblemen-
te ocurrieron en los vuelos de apareamien-
to.

En lo que concierne al éxito de cada técnica
puede observarse que obtuvimos una efica-
cia del orden de los 80% con la insemina-
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cién instrumental, una vez que esta es la
tasa de reinas fértiles después de la aplica-
cion de la técnica de inseminacion.

También se puede observar una tasa del
85% resultante de los acoplamientos natu-
rales, sin embargo, esta diferencia no es
muy elevada si hacemos la comparacién
entre los dos tipos de fecundacion.

Por otra parte, para contrastar los resulta-
dos entre la aceptacion de las reinas insemi-
nadas y fecundadas naturalmente, asi como
el porcentaje de dichas reinas vivas y fértiles
después de su introduccion en las colonias,
realizamos una prueba de contingencia
usando el estadistico y?, para probar la
hipotesis de independencia nula entre
ambas variables (tabla 3).

Tabla 3. Valores de %2 y respectivo grado de significacion aplicados a las frecuencias obtenidas de la
aceptacion de las reinas después de su introduccién en las colonias, y del nimero de reinas vivas
y fértiles entre los dos tipos de fecundacién
Table 3. . Values of ¥? and respective degree of significance applied to the frequencies obtained
regarding the acceptance of the queens after their introduction in the colonies and the number
of fertile and living queens in the two kinds of fecundation

I.I/N.F. X2 Valores de P
% aceptacion 4,978 0,01
% total de reinas 4,537 0,01

Obtuvimos un y? bajo pero significativo
(P<0,01), por lo que rechazamos la hipote-
sis nula y afirmamos que existe asociacion
y, por tanto, hay diferentes frecuencias en
la aceptacion de las reinas en las colonias
segun el tipo de apareamiento. Con la
inseminacion instrumental obtuvimos un
porcentaje de aceptacién en las colonias
de 58,4%, mientras que con la fecunda-
cioén natural fue de 72,7%. Este hecho

demuestra la dificultad que hay, muchas
veces, en la aceptacion de reinas insemina-
das instrumentalmente. Vemos también
que, efectivamente hay diferencias signifi-
cativas (P<0,01) entre el namero total de
reinas vivas y fértiles (total de reinas), res-
pecto al tipo de técnica seguida, lo que
esta relacionado con el bajo o elevado
grado de aceptacién de dichas reinas en
las colonias.
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Discusion

Las inseminaciones se efectuaron casi a fina-
les de junio y ademas de las temperaturas
elevadas existentes, fue necesario recorrer
una distancia aproximada de 20 Km. Por lo
cual, pensamos que estas razones pueden
explicar posibles dafos que hayan ocurrido y
provocado la muerte de las reinas.

Las pérdidas observadas en los “nucleos
baby” (13%), ya después de la inseminacion,
demuestran posiblemente el papel impor-
tante que juega la experiencia del insemina-
dor. Aunque ya habiamos comprobado la
técnica de inseminacién instrumental, toda-
via no la haciamos con mucha frecuencia.

Del valor obtenido con la inseminacién ins-
trumental deducimos que nuestra tasa es
normal, una vez que, segun Ruttner (1987),
una eficacia del 80% de reinas fértiles
puede ser considerada como satisfactoria.
Estos resultados estan en concordancia con
otros trabajos preliminares, como el de
Ruttner (1961), quién constaté en 10 reinas
acopladas naturalmente una capacidad de
puesta de un 106% y en sus hermanas (10)
inseminadas instrumentalmente un 92%, en
comparacion con el promedio general. Ya
posteriormente, Woyke y Ruttner (1976)
afnadieron que parece que las reinas acopla-
das naturalmente viven, por término medio
mas, pero que estas diferencias son insigni-
ficantes en el primer ano.

El gran numero de reinas introducidas y no
aceptadas puede ser explicado por el hecho
de que estdbamos en una época en que la
flora melifera ya habia pasado su climax y
asi, el flujo de néctar era mas bajo y las abe-
jas estaban mas agresivas, consecuentemen-
te disminuyendo el grado de aceptacion de
las reinas. Otros factores externos pueden
ser sefalados tales como el pillaje, la esta-
cién del afio y las condiciones climaticas en
el periodo de la introduccion (Ruttner,
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1983). Este autor afirmé que el éxito de la
introduccién depende no solo de ésto, sino
también de una multiplicidad de factores,
tales como, las condiciones de la reina resi-
dente (edad, puesta y actividad), las condi-
ciones de la reina a introducir (tipo de apa-
reamiento, dafios en el transporte, actividad
de puesta, produccién de feromonas), el
tamano y peso de las reinas y las condiciones
de la propia colonia que vaya a recibir la
joven reina (raza, agresividad, desarrollo
estacional y la proporcién entre las abejas
jovenes y las mas viejas).

Por tanto, cabe suponer que aunque sean
muchos los métodos recomendados para la
introduccién de las reinas en las colonias
parece que no hay referencias disponibles
de alguno infalible ya que la aceptacion de
una reina o su no aceptacion por parte de la
colonia sigue siendo aun dificil de entender.

Asi, nuestros resultados estan de acuerdo
con la bibliografia revisada sobre las mismas
técnicas aplicadas por los varios autores,
entre ellos, Drescher (1976), Ruttner (1983),
(1987), Jean-Prost (1989) y Woyke (1989).

Conclusiones

Teniendo en cuenta las condiciones en que se
desarroll6 al presente trabajo, las metodolo-
gias utilizadas y los resultados obtenidos,
pensamos que es posible sacar el siguiente
conjunto de conclusiones:

e Mediante la inseminacion instrumental las
abejas locales presentaron una fertilidad
del orden del 80%. Sin embargo debe mejo-
rarse la metodologia ya que el porcentaje
total de reinas vivas y fértiles obtenidas es
sensiblemente inferior a la fecundacion
natural (46,7% vs 61,5%).

* El porcentaje de aceptacion de las reinas
en las colonias varia significativamente con
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el tipo de fecundacion a que fueron someti-
das. Con la inseminacién instrumental la
aceptacién de las reinas en las colonias fue
de 58,4%, y con las acopladas naturalmente
de 72,7%.
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Resumen

Datos de pesos tipificados a 70 dias de edad (PT70) de animales pertenecientes al esquema de selec-
cion de la raza lle de France, han sido utilizados para realizar un estudio de simulacion. Se han com-
parado diversas estrategias de apareamiento de los machos utilizados en las pruebas de descendencia,
con el objeto de optimizar el esquema de seleccién de dicha raza. Para un nimero de hembras cons-
tante, las estrategias simuladas (5 machos en prueba de descendencia con 60 hembras cada uno, 10
machos con 30 hembras, y 20 machos con 15 hembras cada uno) se han comparado en funcién de la
ganancia genética y la consanguinidad alcanzada al final del proceso selectivo. El progreso genético
alcanzado al final de las 18 generaciones simuladas ha sido ligeramente superior cuando se ha consi-
derado un mayor nimero de hembras por macho (5 machos con 60 hembras cada uno). Sin embargo,
no se han encontrado diferencias significativas en ganancia genética entre las tres estrategias testa-
das. Teniendo en cuenta que el criterio que considera 5 machos en prueba ha obtenido valores de con-
sanguinidad significativamente mas elevados (8%) frente a las otras estrategias (6%), se establecen
como opciones mas adecuadas para la optimizacién del esquema de seleccién, las alternativas que
incluyen un mayor niimero de machos con un menor numero de hembras en prueba de descendencia.

Palabras clave: Ile de France, pruebas de testaje, ganancia genética, simulacién

Summary

Mating strategy to optimize genetic progress and inbreeding for slaughtering wheigt in sheep

Lamb data of 70-day live weights from the breeding program of the lle de France breed have been
used to perform a Monte-Carlo simulation study. Different matting strategies of the number of
females per male used in progeny test have been compared, to optimise the genetic progress of the
breed for this trait. For a constant female number, the simulated strategies have been: 5 males mated
with 60 females each, 10 males matted with 30 females each, and 20 males with 15 females each.
Genetic gain and inbreeding coefficient at the end of the process have been compared for each strat-
egy. Genetic gain at the end of 18 generation simulated have been larger for the strategy of 5 males
with 60 females than for the other strategies. However, not significant differences for genetic gain
have been found among the three strategies. Considering that 5 males with 60 females has been the
strategy with a larger inbreeding gain (8%), in relation to the other strategies (6%), the options that
used a large amount of males are more convenient that the strategy with only 5 males.

Key words: lle de France, progeny tests, Genetic gain, Monte-Carlo simulation
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Introduccion

La seleccion de una raza basada en los
métodos actuales de evaluacion (BLUP),
supone un aumento de la precisién y de la
magnitud de la respuesta de la seleccién.
Sin embargo, el uso de estas metodologias,
que utilizan toda la informacién familiar,
conduce a un incremento de los niveles de
consanguinidad (Wray y Thompson, 1990;
Villanueva et al., 1995; Fernandez et al.,
1998), dada la tendencia a escoger un ma-
yor niumero de animales de un menor nu-
mero de familias (Quinton et al., 1992). La
relacion entre el aumento progresivo de los
niveles de consanguinidad y el descenso de
los valores fenotipicos ha sido analizado y
caracterizado en diversos estudios (Lamber-
son y Thomas, 1984; Wiener et al., 1992;
Burrow, 1993; Van Wyk et al., 1993; Analla
et al., 1998; Pariacote et al., 1998), y ha per-
mitido reorganizar las tacticas de estructu-
raciéon de las poblaciones (Lépez y Silio,
1992) con el objetivo final de evitar fuertes
impactos de la depresién por consanguini-
dad.

Formando parte de la dindmica de un
esquema de seleccién, el uso de machos de
IA (en prueba de testaje y mejorantes) per-
mite la disminucién de los niveles de con-
sanguinidad de la poblacién al evitar el apa-
reamiento entre parientes. Estos machos de
referencia son valorados, principalmente,
por la informacion genética de sus descen-
dientes, encontrando mayor precision en la
estimacion de los valores genéticos (Hudson
et al., 1980; Lewis y Simm, 2000), y en la
difusiéon y progreso genético alcanzado
(Nimbkar y Wray, 1991; Lewis y Simm, 2000)
cuando mayor es el nUmero de hembras con
las que se cruza un macho. Establecer la
cantidad de informaciéon necesaria para
valorar un semental y maximizar el progre-
so genético, es por tanto, una cuestion a
considerar en la mejora del proceso selecti-

vo (Analla y Serradilla, 1996; Analla et al.,
1997), junto con el desarrollo de apropiadas
politicas de apareamiento que eviten el
excesivo aumento de los niveles de consan-
guinidad de la poblacién (Villanueva et al.,
1995; Caballero et al., 1996; Lewis y Simm,
2000).

En esta linea, existen desarrollos mas recien-
tes que maximizan el progreso genético res-
tringiendo los niveles de consanguinidad.
Estos métodos estan basados en la optimi-
zacion de las contribuciones (Meuwissen,
1997), algoritmos que mantienen constan-
tes las tasas de consanguinidad actuando
sobre el nimero de individuos a seleccionar
en cada generacién y el nimero de descen-
dientes de los mismos (Meuwissen y Sones-
son, 1998; Grundy et al., 2000; Sonesson y
Meuwissen, 2000).

La raza ovina lle de France es una raza de
aptitud cérnica utilizada en el cruzamiento
industrial con razas autdctonas espafiolas,
especialmente con ovejas Merinas (Sanchez
Belda, 1986; Sierra, 1989). Su descendencia
se caracteriza por tener buenos indices de
crecimiento, y canales bien conformadas y
poco engrasadas (Espejo et al., 1996). La
raza lle de France, dentro de la agrupacion
de Ovinos Precoces, cuenta con el mayor
censo de hembras reproductoras (mayores
de un ano) inscritas en el Libro Genealégico
(13.511 individuos), asi como el mayor
numero de ganaderias (35) y animales valo-
rados genéticamente (11.200) (Espinosa de
los Monteros y Jiménez, 2001), habiéndose
incrementado su censo en unos 6.000 ani-
males en los ultimos afios.

Dada la importancia de la raza, se pretende
optimizar la estrategia de apareamiento de
los machos sometidos a las pruebas de tes-
taje, buscando un mayor progreso genético
sin comprometer los rendimientos producti-
vos de los animales por el aumento de la
consanguinidad.
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Material y métodos

Para el desarrollo de este estudio se ha
simulado una poblacién formada por 3.014
hembras y 154 machos de monta natural
distribuidos en 24 ganaderias. Se han simu-
lado un total de 18 generaciones, y se han
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realizado 15 réplicas, utilizando una semi-
Ila distinta en el inicio de cada réplica.

El esquema de selecciéon desarrollado ha
tomado, como pautas, el Programa de Me-
joray Seleccion puesto en marcha en la raza
Ile de France (figura 1).

TESTAJE:

Candidatos para la prueba
de descendencia

y

nprcha >

A 4

Reposicion
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Figura 1. Esquema de Seleccién simulado.
Figure 1. Breeding Program simulated.

Los animales elegidos como candidatos
para las futuras pruebas de descendencia
han sido aquellos que han presentado los
mejores valores BLUP, seleccionados entre
todos los corderos de una misma paridera,

con el fin de evitar el incremento excesivo
de la consanguinidad que se produciria al
escoger Unicamente a los animales nacidos
de machos probados. Al finalizar las prue-
bas de descendencia, se han seleccionado
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los cuatro mejores animales (machos proba-
dos o machos élite), que han pasado a for-
mar parte del depédsito de sementales de la
raza, ademas de ser utilizados en las insemi-
naciones de difusion. La conexion de las
ganaderias simuladas se ha efectuado con
los machos de inseminacién (probados y en
prueba de descendencia), siguiendo el
mismo esquema de conexidén realizado por
Analla (1996) en la raza Segurefa.

Se ha considerado una reposicién anual del
rebafio de 20%. Al tratarse de un sistema de
3 partos cada 2 afos, en cada época de
parto (invierno, primavera y otoio) se
renueva el 13% de las hembras, reponién-
dose un total de 396 hembras para el con-
junto de las ganaderias simuladas. El 25%
de las hembras de reposicién se utilizan
para la difusién del progreso genético (se
cruzan con los machos probados) y el 75%
restante se utilizan como soporte de las
pruebas de descendencia (se aparean con
los machos en prueba), siendo empleadas
96 hembras para la difusion y 300 para las
pruebas de testaje.

Las pruebas de descendencia realizadas en
la raza lle de France se basan, generalmen-
te, en el cruce de 1 macho con 18-22 hem-
bras, obteniendo una media de 33 hijos por
macho. En concordancia con los datos reales
de la Asociacion y dado que el numero de
hembras soporte de la prueba de descen-
dencia es constante (300 hembras), las
estrategias simuladas y comparadas en este
estudio han sido las siguientes: 5 machos en
prueba de descendencia con 60 hembras
cada uno, 10 machos con 30 hembras cada
uno, y 20 machos con 15 hembras cada uno.
La comparacion de las estrategias simuladas
se ha realizado tomando como referencia la
ganancia genética alcanzada al final del
proceso de seleccion (diferencia entre el
valor aditivo medio de la poblacién simula-
da en la primera y ultima generacién), y
aumento del coeficiente de consanguinidad

medio obtenido al final del proceso selecti-
vo simulado.

El caracter simulado ha sido el peso tipifica-
do a 70 dias de edad (PT70), que representa
el peso aproximado a partir del cual los ani-
males son sacrificados. Ademas, es el carac-
ter elegido como criterio de seleccién de
entrada de los animales en el proceso de
testaje realizado en esta raza. El modelo de
simulacién utilizado ha sido el siguiente:

Yijkimno = M + TP, + SJ.+ EM +R +A +E + a_+
eijklmno

donde y es el PT70, u es la media general,
TP, es el tipo de parto, S; es el sexo del cor-
dero, EM, es la edad de la madre, R, es el
rebafio, A es el afo de parto, y E_ es la
estacion de parto; a es el valor aditivo y e es
el valor ambiental temporal, para PT70.
Para la simulacién de PT70 se han usado las
varianzas aditiva (62,=5,40) y ambiental
temporal (0°,=16,50) calculadas con un
modelo animal simple. Los efectos fijos
incluidos en el modelo influyeron de forma
significativa sobre los caracteres de creci-
miento de los animales de raza lle de France
(Jiménez et al., 1998), habiendo sido inclui-
dos de forma sistematica en los modelos de
valoracién y simulacion del estudio.

La simulacién de los valores ay e se ha lleva-
do a cabo mediante el procedimiento de
Box y Muller (1958) de generacion de varia-
bles aleatorias. La poblaciéon base ha sido
generada extrayendo una muestra al azar
de una poblacién infinita, de la siguiente
manera: a= v,0, y €= V,'0,, donde a es el
valor aditivo y e es el valor residual del
caracter PT70. v, y v, son los valores toma-
dos al azar, y obtenidos de una distribucién
normal tipica, y 62, y 62, son las varianzas
del valor aditivo y residual, respectivamen-
te. La simulacién de los individuos nacidos
en las generaciones siguientes se ha realiza-
do a partir de los valores aditivos y de los
coeficientes de consanguinidad de sus pa-
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dres, calculandose ésta Ultima a través de la
matriz de parentesco (Quaas, 1976):
Fp + Fm-l

—(a +a )+ [ 2 J.v1ca,

siendo los subindices p, m, e i el padre, la
madre y el individuo respectivamente, y F el
coeficiente de consanguinidad del padre y
la madre de cada individuo. Finalmente, la
seleccién de los animales se ha basado en
las valoraciones obtenidas utilizando la
metodologia BLUP. Se ha usado un modelo
animal aditivo simple, con los mismos efec-
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tos fijos y valores para las componentes de
varianza que los usados en la simulacién.

Resultados y discusion

Los valores aditivos medios simulados (a)
del peso tipificado a 70 dias de edad (PT70)
y la consanguinidad media simulada de la
Ultima generacién aparecen en la tabla 1,
junto con el error estandar para el conjunto
de las 15 réplicas simuladas y el valor fenoti-
pico del caracter obtenido al final del proce-
so selectivo.

Tabla 1. Valor aditivo, fenotipo y consanguinidad media simulada de la Gltima generacién del
caracter peso tipificado a 70 dias de edad (PT70), en cada uno de los criterios estudiados
Table 1. Additive, phenotypic and mean inbreeding value for the character 70-day weight in the last
simulated generation for each studied criteria

Valor aditivo medio
a e.s.

Criterio simulado

Fenotipo Consanguinidad
PT70 F

1 (5-60) 9,97 (8,81-10,67) 0,15
2 (10-30) 9,82 (9,10-10,81) 0,11
3 (20-15) 9,84 (9,09-10,77) 0,12

32,89 (31,68-33,63) 8,16
32,76 (32,22-33,77) 5,94
32,78 (32,00-33,79) 5,63

PT70: Peso tipificado a 70 dias de edad (kg); a: valor aditivo de PT70 (kg); F: Consanguinidad de los animales naci-
dos en la Ultima generacion (%); e.s.: error estandar; Criterio simulado: 1-5 machos en prueba de descendencia con
60 hembras cada uno; 2-10 machos en prueba de descendencia con 30 hembras cada uno; 3-20 machos en prueba

de descendencia con 15 hembras cada uno.

Aunque no se han detectado diferencias
significativas entre las tres estrategias testa-
das, el criterio que considera 5 machos en
prueba de descendencia con 60 ovejas cada
uno (criterio 1) ha dado lugar a los mejores
valores aditivos simulados al final del proce-
so selectivo (9,97 kg en la generacién 18),
alcanzando un progreso genético mayor.
Los errores estandar obtenidos al final del
proceso de seleccién y para el conjunto de
las réplicas simuladas, se han encontrado en
el rango de valores comprendido entre 0,11

y 0,15, correspondiendo los valores mas
bajos a las estrategias que han incluido un
mayor nimero de machos en la prueba.

Sin embargo, considerando como criterio
de comparacion el nivel de consanguinidad
alcanzado en la ultima generacién simula-
da, se observa que los valores mas elevados
han correspondido a la estrategia que ha
alcanzado los mayores valores aditivos (cri-
terio 1) con porcentajes superiores al 8%,
estando la consanguinidad préxima al 6%
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(5,94 y 5,63%) en los criterios 2 y 3 respecti-
vamente.

Tal y como ha ocurrido en los resultados
obtenidos en la raza lle de France, Villanueva
et al. (1995) y Lewis y Simm (2000) encuen-
tran altos indices de ganancia genética y
grandes incrementos de la consanguinidad
al utilizar estrategias que combinan un
mayor numero de hembras por macho. En la

raza Segurefia (Analla y Serradilla, 1996;
Analla et al., 1997), donde los resultados des-
critos han sido similares a los obtenidos en
este estudio, concluyen que las estrategias
gue utilizan un menor numero de machos en
prueba producen mayores niveles de consan-
guinidad dado que las hijas de estos machos
son utilizadas como hembras de reposicién,
estando mas emparentadas entre si.

10,0 -
a (kg)
9,0
8.0 —eo— al (5-60)
—0— a2 (10-30)
701 |—— a3(20-15)
6,0
5,0
Generaciones
4,0 T T T T T T T 1

10 11 12 13

14 15 16 17 18

Figura 2. Evolucion de los valores aditivos (a) medios simulados del caracter peso tipificado a 70 dias
de edad (PT70) en cada generacion, y para los criterios: al- 5 machos en prueba de descendencia con
60 hembras cada uno, a2- 10 machos en prueba de descendencia con 30 hembras cada uno, y a3- 20
machos en prueba de descendencia con 15 hembras cada uno.
Figure 2. Evolution o f mean additive simulated values (a) of 70-day weight in each generation for
the three criteria: al. five males with 60 females each; a2. ten males with 30 females each; and a3.
twenty males with 15 females each.

La evoluciéon de los valores aditivos (a) simu-
lados en cada una de las estrategias estu-
diadas (figura 2), ha resultado ascendente y
paralela en los tres casos, no observandose
diferencias significativas al final del periodo
de seleccion, contrariamente a los resulta-
dos presentados por Analla y Serradilla
(1996) donde se establece la posibilidad de

que métodos que no resultaron distintos en
un nimero determinado de generaciones,
realmente si lo sean si continua la seleccion
a lo largo del tiempo. En la raza Segurefa
se simularon 21 generaciones y se detecta-
ron diferencias al final del proceso entre
varios criterios, siendo posible observar
nuevas variaciones con un par de genera-
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ciones mas. En la poblacién de lle de France,
aunque la evolucién ha sido paralela en las
tres estrategias simuladas, en la generacién
14 se observan variaciones que se acentuan
a partir de la generacién 16, por lo que la
simulacién de un mayor nimero de genera-

F (%)

1 [E==3 Ftotal-1 (5)
4 [CE= Ftotal-2 (10)
Ftotal-3 (20)
—— F1(5)
—0— F2 (10)
—A— F3 (20)

N W~ OO N © ©
1

ciones podria suponer un aumento de las
diferencias entre los distintos criterios. Sin
embargo y dado que las variaciones entre
los criterios han resultado pequefas, seria
necesario un alto nimero de generaciones
mas para apreciar estas diferencias.

10 11 12 13 14 15 16 17 18
Generaciones

Figura 3. Evolucion del coeficiente de consanguinidad medio de los animales nacidos (F) y presentes
(Ftotal) en cada generacién, y para los criterios: 1- 5 machos en prueba de descendencia con 60 hem-
bras cada uno, 2- 10 machos en prueba de descendencia con 30 hembras cada uno, y 3- 20 machos
en prueba de descendencia con 15 hembras cada uno.

Figure 3. Mean inbreeding coefficient evolution of animals born (F) and present (Ftotal) in each
generation for the three criteria: 1. five males with 60 females each; 2. ten males with 30 females
each; and 3. twenty males with 15 females each.

La evolucién del coeficiente de consangui-
nidad medio de los animales simulados en
cada generacion (F) se representa en la
figura 3. Se han encontrado diferencias
altamente significativas (P<0,0001) entre el
criterio 1, que ha dado lugar a los niveles
mas elevados de consanguinidad, y los crite-
rios 2 'y 3, con valores para la consanguini-
dad inferiores, no detectandose diferencias
entre estas dos ultimas estrategias. Estos
resultados han estado acordes a los obteni-

dos por Analla y Serradilla (1996), que no
encontraron diferencias entre los métodos
que utilizaron un menor numero de hijas
para las pruebas de testaje (32 y 42 hijas por
macho). La evolucién de la consanguinidad
ha sido paralela en las tres estrategias simu-
ladas, comenzando a detectarse diferencias
entre ellas tras la generacién 7, momento a
partir del cual la consanguinidad ha experi-
mentado una tendencia ascendente hasta
el final de la seleccion.
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Figura 4. Evolucion de los valores aditivos (a) medios simulados del caracter peso tipificado a 70 dias
de edad (PT70), en funcion del nivel de consanguinidad (F) y para los criterios: a1- 5 machos en prue-
ba de descendencia con 60 hembras cada uno, a2- 10 machos en prueba de descendencia con 30
hembras cada uno, y a3- 20 machos en prueba de descendencia con 15 hembras cada uno.
Figure 4. Simulated mean additive values (a) of 70-day weight in relation to the inbreeding value (F)
for the three criteria: al. five males with 60 females each,; a2. ten males with 30 females each; and
a3. twenty males with 15 females each.

Comparando los valores aditivos simulados
del peso tipificado a 70 dias de edad obteni-
dos en las tres estrategias testadas y para los
mismos niveles de consanguinidad (figura
4), no se han detectado diferencias impor-
tantes hasta niveles comprendidos entre el
1% y el 1,5% de consanguinidad, momento
en el que comienzan ha apreciarse algunas
variaciones. Los criterios que consideran 10
y 20 machos en prueba de descendencia
(criterios 2 y 3), han obtenido los mejores
valores aditivos para el caracter simulado
con niveles de consanguinidad inferiores al
6%. El método que ha considerado el mayor
numero de hembras (criterio 1) se ha encon-
trado en todo momento por debajo de los
criterios 2 y 3, dando lugar a los menores
valores aditivos en el rango comprendido
entre el 1% y 6% de la consanguinidad. Tal
y como se ha descrito anteriormente, la

estrategia 1 tiende a un mayor progreso
genético al final del proceso selectivo, aun-
que con aumentos importantes de la con-
sanguinidad (valores superiores al 8%).

Muchos de los estudios encaminados a opti-
mizar la respuesta genética de los caracte-
res de importancia econémica mediante
técnicas de simulaciéon (Quinton et al., 1992;
Villanueva et al., 1995; Analla et al., 1997;
Diaz et al., 1999; Lewis y Simm, 2000) han
encontrado, al comparar diversas estrate-
gias de optimizacién, que los aumentos
deseados en las ganancias genéticas han
venido acompanados de aumentos impor-
tantes de los niveles de consanguinidad. Por
tanto, parece necesario establecer un com-
promiso entre selecciéon y consanguinidad.
Controlar los incrementos de consanguini-
dad provocados por las diversas politicas de
seleccién resulta importante y beneficioso
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para los objetivos del sistema, si se logra sin
afectar en demasia las ganancias genéticas
deseadas o buscadas.

En este sentido, las estrategias y metodolo-
gias propuestas por diversos autores con el
objetivo final de mantener o reducir los
niveles de consanguinidad han ido evolucio-
nado. Asi, se ha pasado de estudios en los se
han observado disminuciones de la respues-
ta a la seleccién (Nicholas y Smith, 1983;
Goddard, 1987; Toro y Pérez-Enciso, 1990), a
los que han conseguido reducciones de la
consanguinidad con efectos minimos sobre
la ganancia genética (Brisbane y Gibson,
1994; Wray y Goddard, 1994). Lewis y Simm
(2000) pudieron obtener niveles aceptables
de consanguinidad (1% por generacién o
menos) cuando los esquemas se planificaron
evitando cruces entre parientes, y se
aumentoé el niumero de ovejas en seleccion
dentro de los rebafos. Villanueva et al.
(1995) encontraron reducciones importan-
tes de la consanguinidad actuando sobre las
politicas de apareamiento de los machos y
sobre la metodologia de valoracion de los
mismos, sin comprometer en exceso las ga-
nancias genéticas.

Actualmente, existen metodologias que
permiten, no soélo, alcanzar un compromiso
entre la respuesta genética y la consangui-
nidad, sino maximizar el progreso genético
restringiendo los niveles de consanguini-
dad. Son métodos que se basan en la opti-
mizacion de las contribuciones (Meuwissen,
1997), optimizando el nUmero de individuos
seleccionados y su descendencia para un
valor de consanguinidad predeterminado.
Los beneficios derivados de este tipo de
aplicacién han sido descritos por Avendafio
et al. (2003) al evaluar las ganancias genéti-
cas esperadas en dos poblaciones de ovino y
bovino inglesas, frente al uso convencional
de la seleccién por BLUP.

Dado el problema que se plantea y toman-
do como referencia el aumento de los nive-
les de consanguinidad con la seleccién, en la
poblacién de lle de France la estrategia que
considera un mayor numero de hembras
por macho (criterio 1) puede reflejar mas
rapidamente los efectos de la depresién por
consanguinidad al producir un mayor incre-
mento de los indices de consanguinidad.
Los criterios 2 y 3 aparecen como candidatos
a conseguir la optimizacion del esquema de
selecciéon en su politica de apareamientos,
ya que los grados de consanguinidad alcan-
zados al final del estudio y los incrementos
por generacion han resultado significativa-
mente menores. En un futuro, se podria
pensar en la utilizaciéon de la metodologia
de optimizacion de las contribuciones (Meu-
wissen, 1997) como medio de asegurar la
respuesta a lo largo de un mayor nimero de
generaciones.

Conclusiones

Cuando se ha considerado un mayor nime-
ro de hembras por macho (5 machos en
prueba de descendencia con 60 hembras
cada uno) el aumento de los niveles de con-
sanguinidad de la poblacién ha resultado
mayor. Dado que no se han producido dife-
rencias significativas con relacion a la
ganancia genética, los métodos en los que
se han testado 10 y 20 machos en prueba de
descendencia con un menor numero de
hembras (30 y 15 hembras por macho) se
establecen como las estrategias mas ade-
cuadas para la optimizacién del esquema de
seleccion, al alcanzar niveles de consangui-
nidad significativamente inferiores. La elec-
cion final entre uno u otro criterio podria
venir dada por la conveniencia de tener un
mayor numero de machos en prueba de
descendencia, puesto que participan en la
conexion de los rebafios, contribuyendo a
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mejorar la precisiéon de las estimaciones de
los valores genéticos, y en la difusion de la
mejora genética, si una vez probados resul-
tan animales mejorantes.
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Resumen

La evapotranspiracién de un cultivo se calcula usualmente mediante el procedimiento denominado “en
dos pasos”, consistente en el producto del coeficiente de cultivo (Kc) por la evapotranspiracion de refe-
rencia (ETo), Kc x ETo, recomendado por FAO. Diversos trabajos anteriores han mostrado la posibilidad
de estimar el Kc a partir del denominado indice de vegetacién normalizado, NDVI, que se calcula
mediante una combinacién algebraica de la reflectividad espectral de la cubierta vegetal en las bandas
del rojo e infrarrojo cercano. En este trabajo presentamos una metodologia operativa para la obtencién
de mapas de valores del coeficiente de cultivo a partir de imagenes de satélite de alta resolucién espa-
cial, que permiten seguir individualmente la evolucién del Kc en cada parcela. El procedimiento que se
describe permite la obtencién del asi denominado Kc NDVI, y se basa en la acreditada relacion lineal
existente entre el NDVI y el coeficiente de cultivo basal. Dicha metodologia ha sido validada con los
resultados de las campaias llevadas a cabo en 2002 y 2003 en la zona piloto de Barrax (Espafia) desarro-
lladas dentro del proyecto DEMETER para los siguientes cultivos: cebada, trigo, maiz, adormidera, remo-
lacha, alfalfa, guisante, patata, cebolla y ajo. Los resultados muestran la aplicabilidad de la metodologia
aqui descrita en los cultivos que alcanzan alta cobertura vegetal, mientras que subestima el coeficiente
de cultivo en aquellos que alcanzan baja cobertura vegetal en la etapa de maximo desarrollo.

Palabras clave: evapotranspiracién, indice de vegetacién, cobertura vegetal

Summary

Operative Methodology to Obtain the Crop Coefficient from Satellite Images

Crop evapotranspiration is usually calculated using the crop coefficient (Kc) x reference evapotranspira-
tion (ETo) methodology, Kc x ETo, recommended by FAO. In the present work Kc have been estimated
from the Normalized by Difference Vegetation Index, NDVI, derived from the vegetation canopy spectral
reflectance in the red and infrared bands. We present an operative methodology to obtain crop coeffi-
cient values maps from high spatial resolution satellite imagery. Using a temporal imagery sequence we
can obtain Kc temporal evolution monitoring of each plot. The described procedure enable us to obtain
the denominated Kc,NDVI, and it’s based in the well known lineal relationship between the NDVI and the
basal crop coefficient. This methodology have been validated with the results of the 2002 and 2003 cam-
paigns in the pilot zone of Barrax (Spain) developed into DEMETER project for the following crops: barley,
wheat, maize, opium poppy, sugar beet, alfalfa, bean, potato, onion and garlic. The results show the
described methodology applicability in those crops that reach high effective full cover, but underestimate
the crop coefficient in those crops that reach low effective full cover in the maximum growing stage.

Key words: evapotranspiration, vegetation index, vegetation canopy
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Introduccion

La evapotranspiracién de un cultivo puede
ser calculada usando el coeficiente de culti-
vo (K, ec. 1) definido como el cociente
entre la evapotranspiraciéon del cultivo en
condiciones 6ptimas (ETc) y la evapotrans-
piracion de referencia (ET,). Este coeficien-
te integra el efecto de caracteristicas que
distinguen la evapotranspiracion de un
cultivo de la de la superficie de referencia.
Los factores que determinan los coeficien-
tes de cultivo son el tipo de cultivo, clima,
evaporacion del suelo, y el estado de creci-
miento y desarrollo (Allen et al.,1998; Bai-
ley, 1990).

B ETc
ET,

La metodologia propuesta por Wright
(1982) divide el Kc en dos coeficientes sepa-
rados, uno para la transpiracion del cultivo
(K, coeficiente de cultivo basal) y otro para
la evaporacion del suelo (K,). El coeficiente
de evaporacién del suelo, K, describe la
componente de evaporacion de la ET. Cuan-
do la capa superficial del suelo esta hime-
da, después del riego o lluvia, Ke es maxi-
mo. La estimacion del Ke requiere el
conocimiento del balance de agua en el
suelo (Allen et al., 1998). El coeficiente de
cultivo basal es el debido a la transpiracion,
donde la componente de evaporacion del
suelo de la ET es minima debido a que la
capa superficial del suelo esta seca pero hay
disponible una adecuada humedad del
suelo en la zona radicular del cultivo. De
esta forma ETc quedaria:

Kc (Ec. 1)

ETe=[K,, +K,} ET, (Ec. 2)

Jackson et al. (1980) encontraron relacion
entre el coeficiente de cultivo medio (Kc)
con el indice de vegetacién perpendicular
(PVI) para trigo. Heilman et al. (1982) inves-
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tigaron la relacién entre el porcentaje de
cobertura y el indice de vegetacién perpen-
dicular basado en reflectividad (PVI) para
alfalfa. Neale et al. (1989) relacionaron la
reflectividad de la cubierta del cultivo con el
coeficiente de cultivo basal para maiz, desa-
rrollando una técnica operacional para la
estimacion de la ET del cultivo. El coeficien-
te de cultivo basado en reflectividad fue
derivado mediante la transformacion del
indice de vegetacion normalizado (NDVI)
usando medidas del porcentaje de sombreo
y del area foliar para establecer la cobertura
efectiva maxima (EFC) y relacionarla con el
coeficiente de cultivo basal. La ecuacion
obtenida para dos zonas experimentales
(Fruita y Greely, Colorado) usando alfalfa
como superficie de referencia es (Neale et
al., 1989):

Keo novi, atf = 1.181 * NDVI - 0,026 (Ec. 3)

Gonzalez-Piqueras et al. (2003), durante las
campafas experimentales del proyecto
DEMETER, han obtenido, para maiz la
siguiente ecuacién para el calculo del coefi-
ciente de cultivo basal basado en reflectivi-
dad a partir del NDVI usando festuca como
superficie de referencia:

Ke nowi, ra0 = 1,37 * NDVI- 0,017 (Ec. 4)

Para poder comparar la ecuacién 3 en la
que se ha usado alfalfa como superficie de
referencia con la ecuacion 4 en la que se ha
usado festuca como superficie de referencia
hemos transformado la ecuacién 3 multipli-
cando por un factor de 1.15 los valores Kcb
basados en alfalfa pasando a ser valores Kcb
basados en festuca, como se describe en
ASCE 28 (1996).

K =1,36 * NDVI - 0,031 (Ec. 5)

cb NDVI, FAO

La ecuaciéon 5 y la ecuacién 4 muestran la
relacion lineal entre el NDVI y el Kcb. Algu-
nos estudios mas, también han utilizado el
NDVI para predecir el Kc (Bausch y Neale,
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1989; Bausch, 1993, 1995; Choudhury et al.,
1994).

En este trabajo presentamos una metodolo-
gia para la obtencién del coeficiente de cul-
tivo a partir de imagenes de satélite directa-
mente desde el NDVI, llamado “Kc-NDVI”,
basada en la relacién lineal que describen
las ec. 4y 5 entre el NDVIy el coeficiente de
cultivo basal.

Material y Metodologia

Las 21 imagenes utilizadas han sido adquiri-
das por los sensores Landsat5-TM y Land-
sat7-TM, de las cuales 8 han sido adquiridas
en la campafa del afo 2002, y 13 en la cam-
pafa del afo 2003. Las caracteristicas basi-
cas de las imagenes son: campo de vision:
185 x 185 Km?; resolucion temporal: de 16
dias y una resolucion espacial de 30 m, la
cual permite el seguimiento de parcelas
superiores a una hectarea. La gran mayoria
de las parcelas de la zona de estudio supe-
ran con creces este tamafio minimo. En rela-
cién con la frecuencia temporal es de resal-
tar que la zona piloto, en donde se hallan
las parcelas muestreadas, es el area de sola-
pe de imagenes LANDSAT adyacentes con lo
que se dispone en este area de una frecuen-
cia temporal de 8 dias. Los intervalos de lon-
gitud de onda de ambos sensores en las
bandas en las que se estima la reflectividad
para calcular el NDVI son [0.63, 0.69 pm] en
el rojo, banda 3, y [0,76; 0,90 um] en el
infrarrojo cercano, banda 4. El célculo se
realiza mediante la ecuacion:

NDVI = (IRC-R)/(IRC+R) (Ec. 6)

donde IRC es la reflectividad en el infrarrojo
cercano, y R es la reflectividad en el rojo.

El procesado de las imagenes de satélite ha
consistido en la correccion geométrica, geo-
rreferenciacion en la proyeccion UTM, datum
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europeo, cdlculo de reflectividades aparen-
tes y calculo de los NDVI a partir de ellas. La
utilizacion del NDVI supone un primer paso
de correccion atmosférica. Las imagenes usa-
das en este trabajo han sido analizadas con
superficies invariantes (Calera, 2000) para
comprobar que la influencia de la atmésfera
es pequena.

La metodologia descrita aqui ha sido vali-
dada con los resultados de las campafas
2002 y 2003 en la zona piloto de BARRAX
(ESPANA) dentro del proyecto DEMETER
(Demeter, 2002) para los siguientes culti-
vos: cebada, trigo, maiz, adormidera, re-
molacha, alfalfa, guisante, patata, cebolla
y ajo. Para ello se han seleccionado y segui-
do en campo un conjunto de cerca de 600
parcelas de los diferentes cultivos con una
superficie total de 11.000 ha. Su distribu-
cién espacial y sus caracteristicas se mues-
tran en la figura 1y en la tabla 1, respecti-
vamente. Los valores de Kc experimental
(datos de campo) de estas 600 parcelas son
valores estimados mediante seguimiento
semanal en campo de la evolucion fenolo-
gica de los cultivos por parte de los técni-
cos del Servicio de Asesoramiento de Rie-
gos de Albacete (SARA), que cuenta con
una experiencia de mas de 15 afios en esta
tarea (SantaOlalla et al., 2003). En estas
parcelas los agricultores se comprometen a
seguir las recomendaciones del SARA, con
el objetivo de que los cultivos se encuen-
tren en condiciones 6ptimas. Para cada
una de estas parcelas se ha obtenido, para
cada fecha en que disponemos de imagen
el valor medio de NDVI derivado de las
imagenes de satélite. De entre estas 600
parcelas y sobre un grupo de 17 parcelas
escogidas con diferentes cultivos se ha
medido, en la campafia del afo 2003, la
fraccion de cobertura vegetal, f, a partir
de fotografias digitales siguiendo la meto-
dologia descrita por Calera et al. (2001).
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Figura 1. Mapa de localizacién de las parcelas seleccionadas para las campafias 2002 y 2003. La zona
piloto abarca un area de cerca de 2.500 km?, y el total de las superficies muestreadas en las campa-
fias de 2002 y 2003 asciende a cerca de 110 km?2,

Figure 1. Location map of the selected plots for the 2002 and 2003 campaigns. The pilot zone has a
2,500 Km? area, and the total identified area extent in the 2002 and 2003 campaigns is 110 Km?Z.

El calculo del valor medio del NDVI para
cada parcela se ha realizado en dos fases.
En primer lugar se ha procedido a obtener
un mapa vectorial con la delimitacion de
cada una de las parcelas en seguimiento en
campo, para lo cual se ha partido del catas-
tro digital de la propiedad rustica. En
segundo lugar se ha realizado el cruce
entre el mapa raster de NDVI y la capa de
parcelas la cual se ha obtenido segun el
procedimiento anteriormente descrito, o-

peracién de cruce realizada mediante tec-
nologia de Sistemas de Informacion Geo-
gréfica. Dicho cruce permite asignar a
todas y cada una de las parcelas el valor
medio del NDVI correspondiente a esa ima-
gen. Operando de esta manera, se ha obte-
nido el valor promedio y la desviacion tipi-
ca del NDVI para todas y cada una de las
parcelas de un mismo tipo de cultivo para
todas las imagenes disponibles.
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Tabla 1. Numero de parcelas seguidas en campo y superficie total de las mismas por cultivo y afo
Table 1. Number and total extent of the supervised in field plots by crop and year

Cultivo N° de parcelas muestreadas Superficie (ha)

2002 2003 Total 2002 2003 Total
Adormidera 17 26 43 407 693 1.100
Ajo 5 28 33 100 345 445
Alfalfa 26 36 62 489 902 1.390
Cebada 27 54 81 611 703 1.314
Cebolla 11 10 21 123 264 388
Guisante 5 20 25 68 377 444
Maiz 55 88 143 994 1.528 2.522
Maiz dulce 0 13 13 0 253 253
Patata 0 5 5 0 135 135
Remolacha 14 21 35 250 346 596
Trigo 39 73 112 595 1.395 1.990
Otros 5 14 19 71 207 278
Total 204 388 592 3.708 7.148 10.855

Metodologia para Derivar el Mapa de Kc
desde Imagen de Satélite

Aproximacion Coeficiente de Cultivo
Dual-NDVI

El coeficiente de cultivo viene dado de
acuerdo con Wright (1982), por

Kc = Kcb + Ke (Ec. 7)

La existencia de una robusta relacion lineal
entre el Kcb y el NDVI, tal y como se men-
ciona en la introducciéon, nos permite deri-
var una relacién para ser utilizada directa-
mente desde las imagenes de satélite. Sin
embargo, no podemos sustituir directamen-
te la relacion Kcb-NDVI descrita con la ec. 4
ya que ha sido obtenida mediante radiome-
tria de campo, en la que el efecto de la
atmosfera es despreciable, y los valores de
NDVI para cada parcela han sido calculados
desde las imagenes de satélite no corregi-
das atmosféricamente. El analisis de los
valores de NDVImax y NDVImin que se
obtienen a partir de la secuencia temporal
de las imagenes de satélite nos permite

hacer corresponder estos valores con aque-
llos de Kcb que corresponden al maximo de
cobertura y al de suelo desnudo respectiva-
mente, estimados estos Ultimos segun Allen
etal. (1998) y que se muestran en la tabla 2.
Apoyandonos en la existencia de una rela-
cion lineal Kcb-NDVI, podemos obtener,
desde los valores mostrados en la tabla 2, la
relacién lineal

K, = 1,5625 * NDVI - 0,1 (Ec. 8)

que puede ser utilizada en la secuencia tem-
poral de imagenes de satélite. Es de resaltar
que los valores de NDVImax y NDVImin han
permanecido constantes para todas las ima-
genes utilizadas en este estudio, y se han
utilizado como valores de referencia para
realizar el control de calidad de las image-
nes de satélite

La componente de evaporacién de suelo,
Ke, esta relacionada con la fraccién de suelo
desnudo y depende fuertemente de su esta-
do de humedad. El sistema de riego (por
superficie, aspersion, goteo, etc.) y la fre-
cuencia de riego y la lluvia, junto con el tipo
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Tabla 2. Valores promedio a escala de parcela maximos y minimos de NDVI observados en las
imagenes de satélite utilizadas en este trabajo, junto con los valores promedio de parametros
biofisicos asociados a los cultivos
Table 2. Maximum and minimum NDVI averaged values at plot scale observed in the satellite images
used in this work, and the biophysic parameters associated to the crops average values

NDVI Kcb Kc
Minimo 0,16 0,15 0,4
Maximo 0,80 1,15 1,2

y fase del cultivo, son los factores que deter-
minan el tiempo de las diferentes fases de
secado y por tanto del ritmo de evaporaciéon
del suelo.

Se propone una primera aproximacion para
calcular la componente Ke, en la forma

Ke=(1-(f) *B (Ec. 9)

en la que fc es la fraccion de cobertura
vegetal verde, siendo por tanto (1-fc) la
fraccion de suelo desnudo, y donde [ es un
parametro que permite reflejar el estado
promedio evaporativo del suelo desnudo.

Un buen estimador de la fraccion de cobertu-
ra vegetal verde, fc, (y por tanto, de la frac-
cién de suelo desnudo, 1 - fc), es el NDVI, ya
que esta linealmente relacionado con la fc
(Calera et al., 2001; Carlson y Ripley, 1997,
Jochum et al., 2003). Como resultado del
analisis de la relacién entre los valores de
NDVI de las parcelas donde se han realizado
medidas en campo de fc (figura 2), para los
cultivos de alfalfa, remolacha, ajo y cebolla
(representativos de cultivos con diferente
porcentaje de cobertura efectiva maxima) y
en diferentes fases fenoldgicas, asumimos
una relacién lineal entre el NDVI y fc comuln
para todos estos cultivos en la forma:

f.=1,318 * NDVI - 0,1877 (Ec. 10)

El parametro B se puede estimar empirica-
mente como

B = Kc,ini - Kcb,ini (Ec. 11)

donde Kc,ini y Kcb,ini son los valores del coe-
ficiente de cultivo y del coeficiente de cultivo
basal correspondientes al suelo desnudo. Los
valores de Kc,ini y Kcb,ini pueden ser estima-
dos, bien a partir de datos promedio toma-
dos de la bibliografia o calculados con las
ecuaciones desarrolladas al efecto para
adaptarlos a las condiciones propias del culti-
vo y de la frecuencia de riego (Allen et al.,
1998) o de informacion local. Asi, B es un
parametro que depende del cultivo, asocia-
do a la frecuencia y sistema de riegos, y del
estado de crecimiento del cultivo.

Aproximacidn Directa Coeficiente de
Cultivo-NDVI

Si consideramos un valor tipico de Kc,ini
igual a 0.4y un valor de Kcb,ini igual a 0,15,
que en este caso es comun a todos los culti-
vos estudiados (Allen et al.,1998), el valor
de B es 0,25. Adoptando este valor y combi-
nando las ecuaciones 7, 8, 9y 10, obtene-
mos una relaciéon general Kc-NDVI dada por

Kc= 1,233 * NDVI + 0,197 (Ec. 12)

Podemos obtener una relacién Kc-NDVI ope-
rando de forma mas directa: considerando
una relacion lineal entre el NDVI maximo y
el maximo Kc (a cobertura efectiva comple-
ta), con el NDVI de suelo desnudo y el Kc
correspondiente a suelo desnudo respectiva-
mente. Usando los valores correspondientes
de la tabla 2 obtenemos la ecuacién:
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Figura 2. Relacién entre la fraccion de cobertura vegetal medida en campo con los indices de
vegetacién medidos desde el satélite en varias parcelas con diferentes cultivos.
Figure 2. Relatonship between green fraction cover measured in field and the vegetation index
measured from the satellite in several plots with different crops.

Kc=1,25* NDVI + 0,2 (Ec. 13)

Las ecuaciones 12 y 13 son muy similares.
Por su simplicidad asumimos la ecuacién 13
como la operacional para obtener el coefi-
ciente de cultivo del NDVI calculado utili-
zando las reflectividades aparentes desde
las imagenes LANDSAT o bien procedentes
de imagenes de otros sensores intercalibra-
dos con LANDSAT tal y como se propone en
Martinez et al. (2004).

Debemos apuntar que la ecuacién 13 es apli-
cable para las fases inicial, de crecimiento y
meseta solamente. La aplicacién en la ultima
fase requiere, a priori, una ligera correcciéon
ya que en el uso del NDVI para estimar la fc
se refleja la respuesta de la vegetacion verde,
no siendo asi con la vegetacion seca. Esto
puede introducir un error a la hora de esti-
mar el Ke, ya que con esta metodologia, en
la fase final, se confunde el papel del suelo
con el de la vegetacion seca, cuando la eva-
poracién de un suelo desnudo regado es
mayor que la de un suelo cubierto de vegeta-
cion seca. Por lo tanto, intentamos corregir

este efecto manteniendo un Ke constante
para toda esta fase igual el Ke correspon-
diente con el Ke de la fase de meseta (fc
maxima y, por tanto, Ke minimo). Asumimos
un valor constante de 0.8 para cobertura
vegetal verde (tabla 2) y combinando las
ecuaciones 8y 9, obtenemos:

Kc=1,5625 * NDVI - 0,05 (Ec. 14)

En resumen, las ecuaciones operacionales
seran la ecuacién 13 para las fases inicial,
desarrollo y media, y la ecuacién 14 para la
fase final.

No obstante, estudios posteriores nos han
hecho ver que en las recomendaciones del
SARA los valores estimados para esta ultima
fase en los cultivos analizados en este trabajo
se asemejan mas a los valores de Kc estimados
usando la ecuaciéon 13 también en la fase
final que los obtenidos a partir de la ecuacién
14 para esta misma fase. Es de notar que las
ec. 13y 14 proporcionaran el valor del coefi-
ciente de cultivo de cualquier superficie como
si ésta estuviera en condiciones éptimas; una
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forma de visualizar el mapa de Kc que asi
obtendriamos desde la imagen seria aquel
que corresponderia a toda la superficie consi-
derada tras una intensa lluvia, después que se
secara la parte mas superficial del suelo.

Resultados y Discusion

La evolucion temporal de los NDVI de algu-
nos de los cultivos mencionados anteriormen-
te, y la curva de Kc derivada de estos indices
para estos cultivos tras aplicar las ecuaciones
13y 14 se muestran en las figuras 3y 4. En
estas figuras se han representado las medias
de los valores medios de K, de todas las
parcelas sembradas de un mismo cultivo y su
correspondiente desviacion estandar.

Comparando las dos campanas experimen-
tales para cada cultivo dentro de un mismo
grafico observamos dos fenémenos: por un
lado aparece un comportamiento muy simi-

219

lar en ambas campafas en los cultivos
representativos de primavera, y por otra
parte se muestra un adelanto en el creci-
miento en los cultivos representativos de
verano, como la remolacha y el maiz, en la
campafa 2003, situacion que puede ser con-
secuencia de la intensa ola de calor registra-
da en el mes de junio de ese mismo afio.

La tabla 3 muestra la comparacion entre los
valores Kc estimados a partir de los NDVI
usando la ecuacién 13, y los valores para
Kc,ini, Kc,med de Allen et al. (1998) genéri-
cos para los cultivos analizados. A su vez se
han incluido los Kc,ini y K¢,med adaptados a
las condiciones locales mediante ensayos de
lisimetria por el SARA y corregidos con la
dilatada experiencia de este servicio.

Como se observa en la tabla 3, existe un
buen ajuste para cultivos de alto porcentaje
de cobertura efectiva completa aunque
aparecen pequefias diferencias en el Kg,ini,
sobreestimando la relacion Kc-NDVI ligera-
mente para los cultivos de primavera.

Tabla 3. Comparacion entre los valores medios de Kc calculados a partir de NDVI usando la ecuacion
13, y los valores para Kc,ini, Kc,med a partir de Allen et al. (1998) para los cultivos analizados
Table 3. Comparison between the averaged Kc values calculated from the NDVI using the eq. 13, and
the values for Kc,ini, Kc,med from Allen et al. (1998) for the analyzed crops

Cultivo NDVI NDVI Kg,ini Kc,ini Kc,med Kc,med

Crop min max Ec.13 Allenetal. (1998) Ec.13 Allen etal. (1998)

Alfalfa 0,16 0,80 0,4 0,40 1,20 1,20

Ajo 0,16 0,44 0,4 0,70 (0,40)* 0,75 1,00

Trigo 0,16 0,80 0,4 0,30 1,20 1,15

Cebada 0,16 0,80 0,4 0,30 1,20 1,15

Maiz 0,16 0,78 0,4 0,30 (0,40)* 1,17 1,20

Cebolla 0,16 0,53 0,4 0,70 (0,50)* 0,86 1,00

Guisante 0,16 0,80 0,4 0,40 1,20 1.00 (1,10)*

Remolacha 0,16 0,80 0,4 0.35 (0,40)* 1,20 1.20 (1,00)*

Adormidera 0,16 0,80 0,4 No existe referencia 1,20 No existe referencia
FAO (0,30)* FAO (1,00)*

* Valores corregidos por el Instituto Técnico Agrondémico Provincial de Albacete (ITAP) para la zona de estudio. Correc-
ted values by Instituto Técnico Agronémico Provincial de Albacete (ITAP) for the pilot zone.
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Figura 3. Evolucion temporal de los NDVI de algunos de los cultivos representativos de primavera:
cebada, trigo y guisante, y la curva de Kc derivada de estos indices mediante las ecuaciones 13y 14.
Figure 3. Temporal evolution of the NDVI of some of the representative spring crops: wheat, barley

and pea, and the derived Kc curve from these NDVIs using the eq. 13 and 14.
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Figura 4. Evolucion temporal de los NDVI de algunos de los cultivos representativos de verano: maiz,
remolacha y cebolla, y la curva de Kc derivada de estos indices mediante las ecuaciones 13y 14.
Figure 4. Temporal evolution of the NDVI of some of the representative summer crops: maize, sugar
beet and onion, and the derived Kc curve from these NDVIs using the eq. 13 and 14.
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Aparecen desviaciones significativas de
Kc,med basados en NDVI y K¢,med basados
en FAO 56 en los cultivos ajo y cebolla, los
cuales tienen bajo porcentaje de cobertura
vegetal en su fase de maximo desarrollo, en
contraste con el resto de cultivos estudia-
dos. La mayor proporcién de suelo desnudo
en cultivos como ajo y cebolla pueden intro-
ducir y pueden reforzar efectos sobre el Kc
relacionados con la frecuencia de riego, el
sistema de riego utilizado, aspectos medio-
ambientales y otros. Posteriores investiga-
ciones necesitaran estudiar este comporta-
miento.

Conclusiones

La metodologia Kc-NDVI anteriormente
presentada permite derivar el coeficiente
de cultivo desde las imagenes de satélite y
proporciona un mapa de valores de Kc para
cada imagen disponible. Los valores del coe-
ficiente de cultivo representados en el
mapa son aquellos que corresponden a con-
diciones ideales de crecimiento de la cubier-
ta vegetal, circunstancia que asumimos se
da en los cultivos en regadio en la zona de
estudio, y que permite su comparacién con
otros valores obtenidos por procedimientos
tradicionales. De esta forma, una secuencia
temporal de imagenes permite el sequi-
miento de la evolucion temporal del coefi-
ciente de cultivo en sus diferentes fases de
desarrollo en aquellos cultivos cuyo tamafio
de parcela homogénea sea adecuado a la
resolucion espacial del sensor con el que se
ha adquirido la imagen.

El valor del coeficiente de cultivo que se
obtiene es el correspondiente a cada pixel
de la imagen para la fecha en que fue
adquirida. En el caso de una parcela, la
extraccion de informacion mediante herra-
mientas SIG permite asignar un valor pro-
medio a la parcela, y compararlo con otras
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parcelas del mismo cultivo o de otros culti-
vos, lo que facilita un analisis interparcela-
rio. Asimismo es posible analizar espacial-
mente la distribucién de valores del Kc
dentro de la parcela mediante un histogra-
ma para describir la homogeneidad espacial
del cultivo y detectar asi anomalias en el
crecimiento, lo que hace posible el analisis
intraparcelario, acercandonos al concepto
de agricultura de precision.

La aplicacion de la metodologia Kc-NDVI a
un extenso conjunto de parcelas de los culti-
vos en regadio en la zona de estudio en los
anos 2002 y 2003 ha permitido obtener las
curvas tipicas de evolucién temporal de los
coeficientes de cultivos Kc-NDVI durante
dos campafias consecutivas. Las curvas
correspondientes a un mismo cultivo mues-
tran un muy similar comportamiento en
ambas campanfas, lo que podria considerar-
se un indicador de consistencia y reproduci-
bilidad de los resultados. Las curvas Kc-NDVI
reflejan las condiciones actuales de creci-
miento de los cultivos, lo que se ha puesto
de manifiesto en la camparfia 2003 al refle-
jar un adelanto en el crecimiento de los cul-
tivos de maiz y remolacha respecto a la cam-
pafa anterior consecuencia de un evento
excepcional como fue la ola de calor que
tuvo lugar en el mes de junio de 2003.

La comparacién de los valores de Kc obteni-
dos mediante procedimientos tradicionales
de visita en campo con aquellos obtenidos
desde las imagenes de satélite mediante la
aplicacion de la metodologia descrita expre-
sada en la ecuacion 13, muestra que la evo-
lucién temporal de las curvas desde ambos
procedimientos siguen un mismo ritmo en
los cultivos analizados, lo que muestra la
capacidad de describir las fases de desarro-
Ilo mediante una secuencia de imagenes.

En cuanto a los valores numéricos, se ha
encontrado un alto grado de coincidencia
con los de aquellos cultivos que en su fase
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de cobertura efectiva completa, cubren
completamente el suelo. En aquellos otros
cultivos en los que en la fase de maximo
desarrollo no se cubre completamente el
suelo, la ec. 13 infraestima ligeramente el
valor de Kc. Es posible que la alta presencia
de suelo desnudo induzca efectos de micro-
adveccion que se reflejan en los valores
usualmente aceptados y que no son consi-
derados aplicando la ec. 13. En este caso, asi
como en otros en que la combinaciéon de
frecuencia de riegos y alta fraccion de suelo
desnudo sea un parametro relevante es
posible realizar un ajuste especifico del
parametro B, ya que en él se refleja el papel
del suelo. En este caso seria necesario consi-
derar ecuaciones especificas para un cultivo
e incluso para un determinado manejo de
parcela. Mas trabajos de investigacion son
necesarios en esta direccion.
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Evolucion de algunos parametros morfolégicos de la acelga
recolectada hoja a hoja
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Resumen

En Villa del Prado (Madrid), la recoleccién de acelga es manual y escalonada, cortando las hojas exte-
riores, lo que favorece el desarrollo de hojas nuevas, consumiéndose asi las hojas mas tiernas. Estas se
comercializan en manojos de un kilo. Las hojas deben recogerse cuando tienen un tamafio adecuado
para formar los manojos, sin esperar a que alcancen su maximo desarrollo. El objetivo de este ensayo es
estudiar la evolucién de los parametros morfolégicos y de calidad de las hojas de la seleccion del cv.
Amarilla de Lyon realizada por Ramiro Arnedo, medidos en cada una de las recolecciones realizadas a
lo largo del periodo productivo. También se estudian las correlaciones entre parametros, ya que en
situaciones en que se necesite disponer de datos de un parametro de dificil o mas costosa medida, se
puede estimar a partir de otro que sea mas rapido o facil de medir. Los parametros estudiados son lon-
gitud de la hoja, anchura y longitud del limbo, anchura de la penca, peso de las hojas, contenido de
materia seca y area foliar. Para todos los parametros estudiados, excepto el contenido en materia seca,
los valores mas bajos se registraron en enero, obteniéndose los valores mas altos hacia el final del perio-
do productivo. La longitud es el parametro morfolégico que mas ha variado, las hojas de las acelgas
fueron mas cortas durante los meses mas frios y mas largas en los meses de primavera. El peso ha sufri-
do grandes variaciones, fluctuando entre los 24,39 g de enero, y los 56,38 g de mayo. En cuanto al area
foliar, la mejor estimacién de este parametro se obtiene con el producto de la longitud por la anchura.

Palabras clave: Beta vulgaris var. cicla, peso, area foliar, materia seca, invernadero

Summary

The evolution of morphological parameters of swiss chard harvested leaf by leaf

In Villa del Prado (Madrid), chard harvest is manual and staggered, removing the outer leaves, allow-
ing the inner ones to grow, so most tender leaves are harvested. Chard is prepared for market by
bunching the leaves. Leaves must be harvested when their size is suitable for bunches, it is not neces-
sary to wait until they are completely developed. In this study, the objective is to assess quality and
morphological parameters evolution of leaves from cv. Amarilla de Lyon sel. Ramiro Arnedo, meas-
ured in each of the harvests made during the growing cycle. Parameters relations have also been stud-
ied, because when data are needed from a parameter which is difficult to measure, information can
be obtained from an easier one. Studied parameters are: leaf length, limb length and width, leaf stalk
width, leaf weight, dry matter and leaf area. Lower values were obtained in January, while higher val-
ues at the end of the growing cycle, except for dry matter. Length is the morphological parameter
that has changed the most; chard leaves were shorter during colder days and longer during spring
months. Weight varied greatly, fluctuating between 24.39 g in January to 56.38 g in May. Best esti-
mate of leaf area was obtained by multiplying length and width.

Key words: Beta vulgaris var. cicla , weight, leaf area, dry matter, greenhouse
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Introduccion

La utilizacion de la acelga desde el punto de
vista culinario es similar en las diferentes
zonas de cultivo, ya que se basa fundamen-
talmente en la coccidon de las hojas. Sin
embargo, hay algunas diferencias en cuanto
a las partes preferidas de las hojas, asi como
el estado fenolégico en que se efectua la
recoleccion. Cuando se pretende utilizar
integramente la hoja, ésta se recoge con un
tamafo medio o pequefio, aprovechandose
tanto el peciolo o penca como el limbo;
mientras que si se pretende consumir princi-
palmente la penca, la recoleccidn se realiza
sobre hojas plenamente desarrolladas (So-
brino, 1994).

Uno de los aspectos que condiciona la reco-
leccion es el desarrollo de la planta de acuer-
do con el fin a que se destina. Si se quiere
aprovechar la hoja entera, en cultivo de
invierno en invernadero, se puede empezar
la recoleccion sobre 60 dias después del
transplante, pero si se desean pencas muy
desarrolladas hay que esperar bastante mas,
hasta que la hoja alcance su maximo desa-
rrollo, tiempo que en condiciones extremas
podria estar en el entorno de 125-130 dias.

La recoleccion de la acelga se puede realizar
de dos formas: recolectando las plantas
enteras cuando hayan alcanzado un tama-
Ao comercial (entre 0,75y 1 kg), o bien cor-
tando las hojas segun van creciendo. Tradi-
cionalmente se recolectaba planta entera
para ventas de mercado, mientras que la
recoleccion por hojas era una practica del
huerto familiar. Actualmente, la recoleccién
hoja a hoja estd cada vez mas extendida, a
pesar de la necesidad de mas mano de obra,
debido a las ventajas en cuanto al rendi-
miento del cultivo y a la posibilidad de esca-
lonar la produccién, sacando al mercado la
cosecha de forma continuada, evitando las
bajadas de precios que se producen cuando
toda la produccién llega al mercado a la
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vez. En invernadero conviene hacer la reco-
leccion por hojas, para alcanzar la maxima
produccion, obteniéndose de esta manera
un rendimiento 2-3 veces mayor que reco-
lectando la planta entera de una vez.

En Villa del Prado, lugar en el que se ha lleva-
do a cabo el ensayo, la recoleccion es manual
y escalonada, cortando las hojas exteriores,
que son las mas desarrolladas, lo que favore-
ce el desarrollo de hoja nuevas, que se corta-
ran mas tarde, consumiéndose asi las hojas
mas tiernas (Pérez, 2001). Las hojas recolecta-
das una a una se colocan en manojos de un
kilo sujetos con una goma o una cinta, que a
su vez se empaquetan en conjuntos de 10 kg
en cajas de madera o plastico.

Dentro de los cultivares de acelga podemos
establecer dos grupos claramente diferen-
ciados, atendiendo al tipo de hoja y a su
forma de aprovechamiento (Sobrino, 1994).
El primero lo forman cultivares de penca
ancha o semiancha, y el segundo cultivares
de penca estrecha; a su vez, dentro de cada
grupo pueden ser de limbo verde o amarillo.
Los cultivares de penca ancha son actual-
mente la mayoria de los cultivados, por ser
los de mayor aceptacion; en estos cultivares
se ha mejorado principalmente el peciolo o
penca, que llega a alcanzar grandes dimen-
siones, especialmente en anchura.

En nuestro pais, los cultivares que mas se utili-
zan son de penca ancha y no muy larga, por
ser esta parte de la hoja la que generalmente
se aprecia mas. En el caso de que se pretenda
aprovechar la totalidad de la hoja, limbo y
peciolo, interesa sembrar un cultivar que no
tenga el peciolo muy ancho y haya cierto
equilibrio entre el crecimiento de éste y el
limbo, aunque para este tipo de utilizacion
también es importante no esperar al maximo
tamano, se debe anticipar la cosecha lo nece-
sario para evitar un crecimiento excesivo de la
penca, y asi las hojas recolectadas seran mas
tiernas y tendran mas calidad como verdura.
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El cultivar mas empleado en esta zona de
Madrid es Amarilla de Lyon, ya que el mer-
cado madrilefio demanda cultivares de
penca blanca y color del limbo verde claro.
La variedad Amarilla de Lyon posee un
limbo amarillento, que cubre algo la penca
y ésta se introduce en medio del limbo para
terminar estrechdndose; la superficie del
limbo es de rugosidad media y la penca muy
ancha, de color muy blanco; destacan tam-
bién las dimensiones del limbo, especial-
mente en anchura. Hay varias selecciones de
este cultivar, realizadas por diferentes em-
presas de semillas.

La acelga que se cultiva en Villa del Prado,
Amarilla de Lyon, esta destinada a consumo
en fresco, comercializdndose las hojas ente-
ras, ya que se consumen principalmente de
esa forma. Asi, la recoleccion se realiza hoja
a hoja, en lugar de cosechar las plantas
enteras, ya que de esta manera se consi-
guen mayores rendimientos. Por todo esto,
las hojas deben cosecharse cuando tienen
un tamafo adecuado para formar los ma-
nojos, sin esperar a que alcancen su maximo
desarrollo, ya que entonces serian demasia-
do viejas para consumirlas enteras; de esta
manera se cosechan hojas tiernas, con un
tamafio medio y con un buen equilibrio
entre el limbo y la penca.

El objetivo de este ensayo es estudiar la evo-
luciéon de los parametros morfolégicos y de
calidad de las hojas de una de las selecciones
del cv. Amarilla de Lyon, la realizada por la
empresa Ramiro Arnedo, medidos en cada
una de las recolecciones realizadas a lo largo
del periodo productivo. Por otro lado, tam-
bién se estudia la relacion entre parametros,
ya que en situaciones en que se necesite dis-
poner de datos de un pardmetro de dificil o
mas costosa medida, se puede estimar a par-
tir de otro que sea mas rapido o facil de
medir. Se hace distincion entre parametros
morfolégicos y de calidad ya que, aunque los
parametros morfolégicos puedan dar una
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idea de la calidad de la hoja de acelga tam-
bién se miden otros pardmetros que no son
morfolégicos, como peso y contenido de
materia seca. Los pardmetros morfologicos
estudiados son longitud de la hoja, anchuray
longitud del limbo y anchura de la penca.

Por otro lado se estudia también el area
foliar y su relacion con la longitud y el ancho
del limbo. El area foliar es un parametro
ampliamente usado en estudios de ecofisio-
logia de cultivos, que también puede intere-
sar desde el punto de vista comercial, y que
en algun momento podria ofrecerse tam-
bién como atributo de calidad. Para su
determinacion se utilizan diferentes méto-
dos, tanto indirectos como directos, que
pueden implicar en algunos casos la destruc-
cion de la hoja. Entre los indirectos destacan
los que utilizan correlaciones alométricas
entre magnitudes de las hojas y el area
foliar. Los métodos directos son los que utili-
zan medidores de area foliar, que tienen
una resolucion del orden de mm?. (Astegia-
no et al., 2001). La medicioén directa, aunque
resulta mas precisa, requiere de equipos de
alto costo y que en ocasiones no son faciles
de utilizar, principalmente con hojas de gran
tamafno y profundamente lobuladas, cuya
medida con los aparatos actuales es aun
mucho mas lenta al tener que trocear las
hojas para conseguir medirlas en su totali-
dad. Esto, en parte, explica la amplia difu-
sion de los métodos de estimacion derivados
de medidas lineales de las hojas. La estima-
cion del area foliar basada en caracteristicas
alométricas de la hoja permite superar la
dificultad operativa que presenta su deter-
minacién en hojas grandes como las de acel-
ga. En este trabajo se analiza la correlacién
del area del limbo con el largo y el ancho
maximo de éste, con el objeto de obtener
ecuaciones de regresion que permitieran
una adecuada estimacién del area foliar.
También se analiza la relacién del area foliar
con el producto de los dos parametros indi-
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cados anteriormente que, en definitiva,
puede ser una mejor aproximacién al estar
considerando dos dimensiones.

Material y métodos

El ensayo tuvo lugar en un invernadero
comercial de Villa del Prado (Madrid) de
estructura de acero con cubierta de polieti-
leno de 800 galgas (200 micras).

El cultivar utilizado en el ensayo fue la
seleccion que, dentro del cultivar Amarilla
de Lyon, ha realizado la empresa de semillas
Ramiro Arnedo. Es un cultivar de hojas
anchas y abullonadas de color verde medio
OSCUro y penca gruesa, carnosa y muy blan-
ca; vigoroso, de rapido desarrollo y resisten-
te a la subida a flor, siendo su época propia
de cultivo invierno-primavera.

Se utilizé planta procedente de un semillero
comercial, realizdndose la siembra un mes
antes de la plantacién. La plantaciéon tuvo
lugar el 20 de octubre de 2001, en mesetas
de 60 cm de anchura separadas por surcos de
30 cm. Sobre la meseta se situaron 3 lineas,
siendo la distancia entre la central y las dos
laterales de 20 cm. Dentro de cada linea las
plantas se separaron de 17 a 18 cm, obte-
niendo una densidad en el entorno de 19
plantas-m=.

Las plantas objeto del estudio se tomaron de
tres parcelas que tenia 3 m de largoy 0,9 m
de ancho, contando con aproximadamente
50 plantas en los 2,7 m? de superficie.

El ensayo tuvo lugar en un invernadero
comercial, por lo que las recolecciones se
realizaban segun marcaba el agricultor pro-
pietario del invernadero, de manera que la
cadencia dependia del desarrollo de la plan-
ta, del mercado y de la disponibilidad de
mano de obra. La primera recolecciéon tuvo
lugar 58 dias después de la plantacion (el 17
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de diciembre de 2001), realizdndose un
total de siete recolecciones, con una caden-
cia de 25-35 dias en los meses de invierno, y
11-25 dias en los meses de primavera. La
recoleccion fue manual, cortando las hojas
basales mas exteriores, tomando la longitud
de la hoja como indicador visual del mo-
mento de la cosecha.

Parametros morfolégicos y de calidad

En cada una de las recolecciones se tomaba
al azar de cada parcela una muestra de
cinco hojas que se llevaban al laboratorio
para ser analizadas morfolégicamente, se
pesaban, y se metian en la estufa para
determinar su contenido en materia seca.

Los parametros de calidad controlados fue-
ron: longitud de la hoja, medida desde el
extremo del peciolo al extremo del limbo,
expresada en cm; longitud del limbo, medida
desde donde las alas del limbo tenian 1 cm
de ancho a cada lado de la penca hasta el
extremo superior del limbo, expresada en
c¢m; anchura del limbo, medida en la zona
mas ancha, expresada en cm; anchura de la
penca, tomada a unos dos centimetros del
extremo del peciolo por donde se habia
separado la hoja de la planta, expresada en
mm; peso de la hoja entera, expresado en
gramos; y materia seca, determinada tras
tener las hojas en una estufa a 80 °C durante
48 horas hasta alcanzar un peso constante,
expresada en porcentaje de peso seco res-
pecto a peso fresco, de la hoja entera.

Area foliar

La medicion del area foliar se hizo en las 15
hojas seleccionadas al azar de las parcelas
de estudio, en la 22 recoleccién. Se cortaron
las hojas a la altura en que las alas del limbo
miden 1 cm, midiéndose por separado el
area del limbo y el area de la penca con un
analizador digital de imagenes (At-Delta-T),
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expresandolas en cm?. El area foliar total de
la hoja de acelga se obtiene sumando el
area de la penca y el area del limbo.

Para relacionar el area foliar con el largo y
el ancho maximo del limbo, se tomaron esas
medidas y, junto con los datos del area
foliar se hizo la representacion grafica y se
obtuvieron las rectas de regresién. Se hizo
lo mismo para la relacién del producto de la
longitud por la anchura con su area.

Resultados y discusion

Evolucién de los parametros morfoldgicos y
de calidad estudiados

La longitud de la hoja ha fluctuado entre
los 42 y los 53 cm, exceptuando el mes de
enero, en el que se registré el valor mas
bajo, debido a las bajas temperaturas (figu-
ra 1a). La variabilidad de este parametro ha
sido muy parecida en todas las recoleccio-
nes, menos en la ultima, que fue bastante
alta (figura 1a). La longitud media obtenida
es de 46 cm. En cuanto a su velocidad de
crecimiento (figura 2a), va aumentando
hasta alcanzar en marzo un crecimiento de
2,75 cm diarios; entre la 4% y la 52 recolec-
cion se produce una bajada en la velocidad
de crecimiento, para volver a subir y alcan-
zar su valor maximo de 4,82 cm diarios.

La longitud del limbo tuvo el valor mas bajo
en el mes de febrero, aumentando a partir de
ese momento hasta alcanzar su valor mas alto
en la ultima recoleccién (figura 1c). La variabi-
lidad de este parametro fue similar en todas
las recolecciones, excepto enla2?yla6? enla
que fue bastante alta (figura 1c). La media
obtenida para la longitud del limbo ha sido
de 29,3 cm. La velocidad de crecimiento tuvo
una evolucién parecida a la de la longitud de
la hoja (figura 2c), durante los meses de
invierno permanece mas o menos constante,
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produciéndose un fuerte aumento del creci-
miento diario en primavera; el valor mas alto
se corresponde con el mes de abril, aumen-
tando la longitud del limbo en ese mes una
media de 3 mm al dia (figura 2c).

La anchura del limbo ha estado entre los 20
y 25 cm, registrandose el valor mas bajo en
el mes de enero, y el mas alto en el mes de
marzo (figura 1b). La variabilidad de este
parametro fue mas alta en la 12y 6° recolec-
ciones (figura 1b). El valor medio obtenido
para este parametro ha sido de 21,97 cm. En
cuanto a su velocidad de crecimiento (figu-
ra 2b), entre la 3% y 42 recoleccion, desde
finales de febrero a mediados de marzo, se
produce un salto en el valor de la velocidad
de crecimiento hasta alcanzar 1,58 cm dia-
rios, alcanzando el valor mas alto (2 cm dia-
rios) a mediados del mes de abril.

Mediante el cociente longitud / anchura del
limbo se pretende obtener una idea de la
forma del limbo de la hoja. Este cociente ha
variado bastante, obteniéndose un valor de
1,12 en el mes de marzo, llegando hasta 1.6
en el mes de mayo. Durante los meses de
enero, febrero y marzo las hojas tuvieron
una longitud algo mayor que su anchura
(unos 3 cm mas), mientras que en diciem-
bre, abril y mayo la diferencia entre longi-
tud y anchura fue bastante mayor, alrede-
dor de 10 cm.

La anchura de la penca va aumentando hasta
la 42 recoleccién, produciéndose entonces
una parada para luego disminuir en las dos
Ultimas recolecciones (figura 1d). La anchura
de la penca ha variado entre los 24 y 34 mm.
La variabilidad ha sido bastante alta en todas
las recolecciones, destacando la 1? y la 6°
(figura 1d). La media obtenida para este
parametro ha sido 29,59 mm. Su velocidad
de crecimiento ha ido en aumento desde la
primera recoleccién, produciéndose dos
picos importantes en la 4° y 6° recolecciones
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(figura 2d); el valor mas alto (2,5 mm por dia)
se alcanza a mediados de abril (figura 2d).

El peso de la hoja es el parametro que mas
ha variado, desde los 24,4 g del mes de
enero, a los 59,5 g del mes de abril (figura
1e). Esta variacion de peso ha influido a la
hora de sacar los manojos al mercado, ya
que en aquellos periodos en los que el peso
fue mas bajo, los manojos eran de hojas mas
pequefas y con un mayor numero de hojas,
coincidiendo, ademas, con que el precio de
la acelga en el mercado era el mas alto. El
peso medio obtenido para las hojas cosecha-
das fue 39,86 g. En cuanto al aumento de
peso registrado en la hoja a lo largo del cul-
tivo, al principio aumenta hasta los 2,45 g
diarios, descendiendo entre la 4® y 52 reco-
leccién a los 2,38 g, aumentando de nuevo
hasta alcanzar su valor maximo, 4,76 g por
dia en la 62 recoleccion, a mediados del mes
de abril (figura 2e).

Los valores obtenidos para el porcentaje de
materia seca han estado entre 45y 6 %
(figura 1f), el valor mas alto se ha registrado
en el mes de enero (5,88 %), y el mas bajo en
el mes de mayo (4,43 %). El contenido de
materia seca tuvo sus valores mas altos en
los meses mas frios, coincidiendo con el
menor crecimiento de las hojas, mientras
que en los meses de mayor crecimiento, el
contenido de materia seca de las hojas fue
menor (figura 1f). El valor medio obtenido
para este pardmetro ha sido 4,96 %. En
cuanto a la variacion de la produccion de
materia seca, practicamente ha ido en
aumento durante todo el ciclo (figura 2f),
obteniéndose en mayo un maximo de 0,95 g
por planta al dia.

Relacién entre parametros

En este apartado se han relacionado una
serie de parametros tanto morfoldgicos
como de calidad de la hoja, para hallar la
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correlacion entre ellos, y en aquellos que
haya una buena correlacion encontrar la
ecuacién que permita calcular un parame-
tro a partir de otro que sea mas facil de
medir en campo, o que sea mas rapido de
obtener. Pudiendo asi estimar de una forma
fiable datos en campo, tales como la pro-
duccién a partir de una medida lineal de la
hoja como es la anchura o la longitud.

Para la relacién entre la longitud de la hoja
y la anchura del limbo se ha obtenido un
coeficiente de correlacion de r = 0,3438
(figura 3a), que es significativo para un
nivel de 0,001. Por cada centimetro que
crezca la hoja en longitud, crecerd 0,157 cm
en anchura.

El coeficiente de correlaciéon entre la anchura
y longitud del limbo es r = 0,3863 (figura 3b),
que es también significativo para un nivel de
0,001. Seguin se observa en la ecuacion de la
recta, por cada centimetro en anchura que
crezca la hoja, el limbo crecera 0,706 cm.

Para la relacion entre la longitud de la hoja
y la longitud del limbo, el coeficiente de
correlacion obtenido es r = 0,8173 (figura
30), significativo para un nivel de 0,001, es la
mas alta de todas las correlaciones. Por cada
centimetro que crece en longitud la hoja, el
limbo crece 0,682 cm.

El coeficiente de correlacién obtenido para
la relaciéon entre la longitud y el peso de la
hoja ha sido también alto, r = 0,7264 (figura
3d), siendo significativo para un nivel de
0,001. Mediante la ecuacién obtenida se
podria ir al campo, tomar la medida de la
longitud de la hoja y estimar la produccion,
contando en cada caso con el nimero de
hojas recolectadas, parametro estudiado en
Hoyos et al. (2004). En estados cercanos a la
recoleccién, por cada cm de aumento de la
longitud de la hoja, ésta pesaria 1.854 g
mas. Si se quisieran recoger hojas de unos 50
g de peso, éstas deberian medir unos 46 cm
de largo.
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Figura 1. Evolucion de los pardmetros a lo largo del cultivo, en acelga cv. Amarilla de Lyon seleccién
Ramiro Arnedo. Barras verticales, representan el error estandar.

Figure 1. Evolution of the parameters during the growing cycle on chard cv. Amarilla de Lyon,
sel. Ramiro Arnedo. Vertical bar represent +/- standard error.
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Figura 2. Crecimiento diario de los diferentes parametros medidos en hojas de acelga cv. Amarilla de
Lyon, seleccion Ramiro Arnedo.
Figure 2. Daily growing of studied parameters on chard leaf cv. Amarilla de Lyon., sel. Ramiro Arnedo.
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Figura 3. Relaciones obtenidas entre los parametros medidos en hoja de acelga
cv. Amarilla de Lyon, sel. Ramiro Arnedo.
Figure 3. Studied parameters relations on chard leaf cv. Amarilla de Lyon., sel. Ramiro Arnedo.
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La relacién entre la anchura y el peso de la
hoja, junto con la relacion entre longitud y
peso, pueden ser de bastante utilidad prac-
tica, ya que con una medida tan facil como
es tomar el ancho o la longitud de la hoja
en el campo, se podria calcular la produc-
cion de una forma bastante aproximada,
siempre y cuando se contara con el nUmero
de hojas recolectadas. Se ha obtenido un
coeficiente de correlacién r = 0,6565 (figura
3e), que es significativo para un nivel de
0,001. Con la ecuacién obtenida se podria
calcular el peso a partir de una medida line-
al como es la anchura. Por otro lado, si se
quisieran recoger hojas de unos 42 g de
peso, se tendrian que recoger hojas de unos
19,5 cm de ancho. Por cada centimetro que
crezca la hoja en anchura, aumentara su
peso en 3,667 g.

Area foliar

El area foliar total de las hojas analizadas ha
estado entre los 286 y los 469 cm?, siendo la
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media 372,2 cm?. El 4rea del limbo ha varia-
do entre los 249 y los 436 cm?, y el area de la
penca entre 23 y 46 cm?. El valor medio del
area del limbo ha sido 340 cm?, y el del area
de la penca, 32,2 cm?.

Para la relacién entre la longitud y el area
del limbo el coeficiente de correlaciéon ha
sidor = 0,761, que es significativo para un
nivel de 0,001. En la figura 4 se puede
observar como por cada centimetro que
crezca el limbo a lo largo, el area aumenta-
ra 24,946 cm?.

El coeficiente de correlacion para la relacion
entre la anchura y el area del limbo ha sido
mas alto que para la relacién anterior, r =
0,892 (figura 5), siendo significativo para un
nivel de 0,001. Por cada centimetro en
anchura que creciera el limbo el area
aumentaria 25,215 cm?2.

La relacion entre el producto de la longitud
por la anchuray el area del limbo es mucho
mejor que las anteriores, se ha obtenido el

450
/
— 400
S ° ; /
< @
o 350 e
e}
= o @
T 300 - S
(] @
o 250 / y = 24,946x - 265,86
L~ e RZ=05793
200 : : : .
20 22 24 26 28 30

longitud (cm)

Figura 4. Relacién entre la longitud y el &rea del limbo en acelga cv. Amarilla de Lyon, sel. Ramiro
Arnedo.
Figure 4. Relation between length and limb area on chard cv. Amarilla de Lyon, sel. Ramiro Arnedo.
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coeficiente de correlacion mas alto, r =
0,967, significativo incluso para un nivel de
0,001 (figura 6). Con dos medidas tan faciles
de obtener en el campo, como son la longi-
tud y la anchura del limbo, se podria obte-
ner el area sin necesidad de trasladar las
muestras al laboratorio y emplear el anali-
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zador digital de imagenes, equipo que no
es muy habitual en los laboratorios que no
sean de investigacion, y evitandose una
gran cantidad de trabajo pues, como se
dijo, en hojas de acelga éste se multiplica al
tener que trocearlas para medirlas, ya que
son demasiado grandes.
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Figura 5. Relacion entre anchura y area del limbo en acelga cv. Amarilla de Lyon sel. Ramiro Arnedo.
Figure 5. Relation between width and limb area on chard cv. Amarilla de Lyon, sel. Ramiro Arnedo.
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Figura 6. Relacién entre las superficies foliar medida y calculada (longitud x anchura de limbo) en
acelga cv. Amarilla de Lyon sel. Ramiro Arnedo.
Figure 6. Relation between limb area measured and calculated (length x width) on chard cv. Amarilla
de Lyon, sel. Ramiro Arnedo.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2005
DE LA
ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

La Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA) acordé en
Asamblea General celebrada en mayo de 1983, instaurar un premio anual de Pren-
sa Agraria, con el objetivo de hacer destacar aquel articulo de los publicados en
ITEA que redna las mejores caracteristicas técnicas, cientificas y de valor divulgati-
vo, y que refleje a juicio del jurado, el espiritu fundacional de AIDA de hacer de
transmisor de conocimientos hacia el profesional, técnico o empresario agrario.

El dia 9 de abril de 1987, la Junta Directiva de AIDA aceptando la propues-
ta del Jurado del Premio ITEA 1986 instituyd dos premios; uno para los articulos
publicados en la seccion de Produccién Animal y otro para aquellos que aparezcan
en la seccion de Produccion Vegetal.

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

1. Podran concursar todos los articulos que versen sobre cualquier tema técnico-
econoémico-agrario.

2. Los articulos que podran acceder a los premios seran todos aquellos que se
publiquen en ITEA en el afio 2005. Consecuentemente, los originales deberan
ser enviados de acuerdo con las normas de ITEA y aprobados por su Comité de
Redaccion.

3. El jurado estard constituido por las siguientes personas:
a) Presidente de AIDA, que presidira el jurado.
b) Director de la revista ITEA, que actuara de Secretario.
¢) Director Gerente del CITA-Gobierno de Aragon.
d) Director del Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza.
e) Director de la Estacion Experimental de Aula Dei.
4. Los premios seran anuales y con una dotacién de 300 € cada uno.
5. Las deliberaciones del jurado seran secretas, y su fallo inapelable.

6. El fallo del jurado se dard a conocer en la revista ITEA, y la entrega del premio
se realizard con motivo de la celebracién de las Jornadas de Estudio de AIDA.
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arrollan cada dos afios:

— MEJORA GENETICA VEGETAL: 04-05; 06-07; 08-09 — MARKETING AGROALIMENTARIO: 03-04; 05-06; 07-08
— OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA: 03-04; 05-06; 07-08 — ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA:
— PRODUCCION ANIMAL: 03-04; 05-06; 07-08 04-05; 06-07; 08-09

— PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL = ACUICULTURA: 04-05; 06-07; 08-09

Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE: 04-05; 06-07; 08-09

Se destinan primordialmente a titulados superiores en vias de especializacién postuniversitaria. No obstante se estructuran en ciclos independien-
tes para facilitar la asistencia de profesionales interesados en aspectos parciales del programa. Los participantes que cumplan los requisitos aca-
démicos pueden optar a la realizacion del 2° afio para la obtencion del Titulo Master of Science. El plazo de inscripcion para los cursos de Mejora
Genética Vegetal, Ordenacion Rural en Funcion del Medio Ambiente y Acuicultura finaliza el 15 de Mayo 2002. El plazo de inscripcién para los cur-
sos de Mejora genética vegetal, Planificacion integrada para el desarrollo rural y la gestion del medio ambiente, Economia y gestion de la activi-
dad pesquera y Acuicultura finaliza el 15 de Mayo 2004. El plazo de inscripcion para el curso de Olivicultura y elaiotecnia finaliza el 15 de Abril
2005. El plazo de inscripcion para los cursos de Produccion animal y Marketing agroalimentario finaliza el 15 de Mayo 2005.

Los cursos de corta duracion estan orientados preferentemente a investigadores y profesionales relacionados en el desarrollo de sus funciones
con la tematica de los distintos cursos. El plazo de inscripcion para los cursos de corta duracion finaliza 90 dias antes de la fecha de inicio del curso.
Becas. Los candidatos de paises miembros del CIHEAM (Albania, Argelia, Egipto, Espafa, Francia, Grecia, Italia, Libano, Malta, Marruecos, Portu-
gal, Tunez y Turquia) podran solicitar becas que cubran los derechos de inscripcion, asi como becas que cubran los gastos de viaje y de estancia
durante el curso. Los candidatos de otros paises interesados en disponer de financiacién deberan solicitarla directamente a otras instituciones
nacionales o internacionales.



CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
PROGRAMAS DE COOPERACION INTERNACIONAL PARA EL CONTROL 27 Sep./1 Oct. 04 Zaragoza IAMZ/MMA-DGB/
DE INCENDIOS FORESTALES EN LA REGION MEDITERRANEA FAO/AECI
*PLANIFICA,CION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL 4 Oct. 04/ Zaragoza IAMZ
Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE 10 Jun. 05
ECONOMIA AMBIENTAL Y DE LOS RECURSOS NATURALES 24 Ene./4 Feb. 05 Zaragoza IAMZ
RESTAURACION FORESTAL EN LA LUCHA CONTRA LA 19-25 Sep. 05 Zaragoza IAMZ/REACTION/
DESERTIFICACION: INNOVACIONES, CONTROL DE CALIDAD Y CE-DGInvestigacion
E EVALUACION DE PROYECTOS
E NUEVAS ESTRATEGIAS PARA LA PLANIFICACION INTEGRADA 12-16 Dic. 05 Zaragoza IAMZ
g DELOS RECURSOS HIDRICOS EN LA REGION MEDITERRANEA
5 IV!ITIGACION DE LOS EFECTOS DE LA SEQUiA: METODOS, 12-16 Feb. 06 Aleppo IAMZ/ICARDA/FAO
o TECNICAS Y ALTERNATIVAS DE GESTION
=} DIAGNOSTICO, SEGUIMIENTO Y GESTION DE LA SALUD 20-25 Feb. 06 Zaragoza IAMZ
E DE LOS BOSQUES
BALANCE DE CARBONO EN SISTEMAS AGRARIOS Y FORESTALES: 27-31 Mar. 06 Barcelona IAMZ/CREAF
EL POTENCIAL DE REDUCCION DE EMISIONES Y LOS COMPROMISOS
DEL PROTOCOLO DE KIOTO
LOS INDICADORES AMBIENTALES COMO HERRAMIENTA DE APOYO 8-12 Mayo 06 Zaragoza IAMZ
A LA GESTION SOSTENIBLE DEL MEDIO RURAL
SISTEMAS DE AYUDA A LA DECISION PARA EL DESARROLLO 12-16 Jun. 06 Zaragoza IAMZ
Y LA GESTION MEDIOAMBIENTAL DE ZONAS RURALES
LA ORGANIZACION MUNDIAL DEL COMERCIO Y SU IMPACTO E 18-22 Oct. 04 Zaragoza IAMZ/OMC
~§ N EL COMERCIO INTERNACIONAL AGROALIMENTARIO
o ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN EL MARKETING 7-11 Mar. 05 Zaragoza IAMZ
<&  AGROALIMENTARIO: NORMATIVAS, SISTEMAS Y REPERCUSIONES
E EMPRESARIALES
<& TRAZABILIDAD Y ETIQUETADO DE LOS ALIMENTOS: RESPUESTA 14-18 Mar. 05 Zaragoza IAMZ
O  ALOSREQUERIMIENTOS DE SEGURIDAD Y DE MERCADO
E MARKETING DE FRUTAS Y HORTALIZAS EN FRESCO 11-22 Abr. 05 Zaragoza IAMZ
2 ESTRATEGIAS DE MARKETING EN EL MERCADO INTERNACIONAL 16-20 Mayo 05 Zaragoza IAMZ
©  DELVINO
v
*MARKETING AGROALIMENTARIO 3 Oct. 05/9 Jun. 06 Zaragoza IAMZ
DIAGNOSTICO Y CONTROL DE ENFERMEDADES DE PECES EN 13-24 Sep. 04 Santiago de IAMZ/Univ. Santiago
ACUICULTURA MARINA MEDITERRANEA Compostela de Compostela
*ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA 27 Sep. 04/ Barcelona Univ. Barcelona/
<« 18 Mar. 05 MAPA/FAO/IAMZ
g *ACUICULTURA 6 Oct. 04/ Las Palmas de ULPGUICCM/IIAMZ
5 8 Abr. 05 Gran Canaria
a DISENO Y GESTION DE CRIADEROS DE MOLUSCOS BIVALVOS 14-19 Feb. 05 Zaragoza IAMZ/FAO
= ESTABLECIMIENTO Y GESTION DE AREAS MARINAS PROTEGIDAS 7-12 Mar. 05 Palma de Mallorca IAMZ/IEO
DEINTERES PESQUERO
< USO DE LOS SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA EN PESCA 13-24 Jun. 05 Zaragoza IAMZ/AECI
> Y ACUICULTURA
5 TRAZABILIDAD DE PRODUCTOS DEL MAR: SISTEMAS Y TECNICAS 17-21 Oct. 05 Zaragoza IAMZ/FAO
ﬂ MEJORAS TECNOLOGICAS EN ARTES DE PESCA PARA UNA GESTION 6-10 Feb. 06 Zaragoza IAMZ
Q.  SOSTENIBLE
ACUICULTURA MEDITERRANEA Y GESTION DEL MEDIO AMBIENTE 24-28 Abr. 06 Murcia IAMZ/CAA-CARM
CULTIVO DE ALGAS MARINAS: TECNICAS, USOS Y PERSPECTIVAS 22-26 Mayo 06 Zaragoza IAMZ

DE DESARROLLO

Informacion e inscripcion. Los folletos informativos de cada curso se editan 6-8 meses antes de la fecha de inicio. Dichos folletos, asi como los

correspondientes formularios de inscripcion pueden solicitarse a la direccion del IAMZ u obtenerse directamente de la pagina web:

Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza

Apartado 202 - 50080 ZARAGOZA (ESPANA)
Teléfono +34 976 716000 - Fax +34 976 716001 - e-mail iamz@iamz.ciheam.org
www.iamz.ciheam.org



INFORMACION PARA AUTORES

De acuerdo con los fines de la Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA) ITEA publica articulos que hagan
referencia a los distintos aspectos de las ciencias agro-alimentarias, cuyo contenido sean resultados obtenidos, descripcion de
métodos, técnicas o materiales, presentacion de nuevas ideas, etc. El envio de un articulo para que se considere su publicacién en
ITEA implicara que el mismo no haya sido publicado o enviado para publicar en cualquier otro medio de difusion y ha de indicar-
se expresamente en la carta que acompafia al articulo original. Los derechos sobre todos los articulos o ilustraciones publicados
seran propiedad de ITEA, que debera recibir por escrito la cesion, una vez aceptado el articulo. Sélo los resimenes de los mismos
podran ser reimpresos.

Se enviaran tres copias en una version reciente de Word para Windows. La extension maxima sera de 25 folios de texto mecano-
grafiado a doble espacio, tablas y figuras incluidos. Los articulos que superen dicha extension seran considerados solo excepcio-
nalmente. Los autores deberan aceptar cualquier modificacion editorial en la presentacién de los articulos. Los articulos se remiti-
ran a evaluadores expertos en el tema y el autor recibira las indicaciones que deberan ser atendidas. En caso de desacuerdo, el
autor debera justificarlo debidamente por escrito. Una vez realizadas las correcciones, el autor enviara un sélo ejemplar mecano-
grafiado y una copia en disquete o por correo electronico. Terminado el proceso de evaluacion, se enviara una carta de aceptacion
al remitente. Los autores recibiran las primeras pruebas de impresion que deberan ser revisadas y devueltas rdpidamente a la
Redaccion. El retraso en el retorno de las pruebas determinara que el articulo sea publicado con las correcciones del Editor.

La publicaciéon de un articulo de ITEA no implica responsabilidad o acuerdo de ésta con lo expuesto, significando solamente
que el Comité de Redaccion lo considera de suficiente interés para ser publicado. Una vez publicado, los autores recibiran 25
separatas del articulo. El autor podré encargar separatas adicionales, en cuyo caso se le informara previamente del coste que
correrd por cuenta del propio autor. Los originales seran mecanografiados en castellano y enviados a:

Sr. Director de la Revista ITEA
Apartado 202
50080 ZARAGOZA

Los originales deberan mecanografiarse a doble espacio en hojas de tamafo DIN A4, dejando margenes amplios. Cada pagi-
na estard numerada, utilizdndose hojas separadas para las referencias bibliograficas, las tablas, las figuras y los pies de figuras.

Al principio de cada trabajo se indicara:

o Titulo. El titulo no debera incluir abreviaturas ni formulas quimicas (excepcién de los simbolos quimicos para indicar isoto-
pos), y se procurara que sea lo mas breve posible.

e Apellido del autor o autores, precedidos de las iniciales del nombre.

¢ Direccion postal, indicando el autor a quien se va a dirigir la correspondencia, el teléfono y su direccion de correo electrénico.

En la redaccion de los trabajos se deberd prestar atencion especial al estilo, puntuacion, disposicion légica y jerarquica de titu-
los y subtitulos y al empleo de abreviaturas, las cuales no deberan utilizarse en el resumen; en el texto deberan aparecer juntas
la abreviatura y el nombre completo la primera vez que aparezcan. Se aplicara el Sistema Internacional de Unidades

Dada la diversidad de las colaboraciones que pueden interesar a los lectores de ITEA, se mantendra un criterio amplio en
cuanto se refiere al plan de redaccién de los mismos. En general se procurard mantener una disposicion légica, considerando
cuidadosamente la jerarquia de titulos, subtitulos y apartados. Se evitara la separacion innecesaria de parte del texto en forma
de anexos. Todas las colaboraciones constaran en primer lugar de un resumen corto de unas 200 a 250 palabras. Dicho resumen
debera ser comprensible por si mismo y sin referencias al articulo. Tras el resumen se incluiran las palabras clave, separadas por
comas, que sin exceder el nimero de seis podran incluir el nombre cientifico y vulgar de las especies objeto de estudio y la téc-
nica relevante utilizada. En lo posible se evitara incluir palabras que ya figuren en el titulo y en el resumen, tratando de utilizar
sindnimos y palabras derivadas. Ademas, se adjuntara la traduccion al inglés del titulo, del resumen y de las palabras clave.

En el caso de articulos experimentales, se sequiran los siguientes apartados: Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusion. La introduccion debera explicar la finalidad del articulo. El tema se expondra de la manera mas concisa posible, utili-
zando un vocabulario preciso y directo. Debera asimismo, quedar claro qué partes del articulo representan contribuciones propias
y cudles corresponden a aportaciones de otros trabajos. Se podra incluir un apartado de Agradecimientos antes de la Bibliografia.

Los trabajos experimentales de extension reducida, podran publicarse como Nota Técnica. No excederan de 2.000 palabras,
incluidos tablas o ilustraciones y deberan incluir la traduccion al inglés del Titulo, Resumen y Palabras Clave.

Ademas:

¢ |os nombres latinos de géneros, especies y nombres de variedades deben ponerse en cursiva. Los nombres de cultivares
entre comillas simples (p.ej., ‘Sugar Baby’)



¢ |os nombres de los productos quimicos deben comenzar con mindsculas (p. ej., progesterona en vez de Progesterona; sulfa-
to de metilo en vez de Sulfato de Metilo).

* los nombres y férmulas quimicas se nombraran segun las normas IUPAC (p. e]., H,SO, en vez de SO,H,) y los comerciales se
escribiran con la inicial en mayuscula (p.ej., Foligon, Sincrozoo, etc.,);

¢ |as llamadas en nota a pie de pagina o cuadro, que deberan ser las menos posibles y, en todo caso, hechas mediante nime-
ros correlativos entre paréntesis; ejemplo (1), (2), evitando el uso de asteriscos, letras o cualquier otro signo

¢ el nivel de significacion estadistica, * = p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,00l; NS = no significativo, no necesitan explicacion.

Tablas y Figuras

¢ El nimero de tablas y figuras sera reducido al minimo necesario, y los datos no deben ser presentados al mismo tiempo en
forma de tabla y de figura.

e Las tablas, dibujos, graficos, mapas y fotografias deben acompanarse separadamente al texto, aunque sefialando su empla-
zamiento aproximado. Los dibujos, graficos, mapas y fotografias deben incluirse como figuras. Las tablas y figuras deben
llevar numeracién diferente y estar citadas en el texto.

¢ Los encabezamientos de tablas y los pies de figura deben redactarse de modo que el sentido de la ilustracion pueda com-
prenderse sin necesidad de acudir al texto. Ademas, se debera incluir su traduccion al inglés. Los graficos, dibujos y mapas
seran presentados con la mayor calidad posible y en blanco y negro excepto en casos excepcionales que deberan ser acep-
tados por la revista.

Bibliografia
Sélo deberan citarse aquellas referencias relacionadas con el trabajo o que contribuyan a la comprension del texto. Los auto-
res deben evitar las relaciones exhaustivas de referencias, salvo en el caso de revisiones bibliogréficas.

Las referencias en el texto deben hacerse siguiendo los siguientes ejemplos: (Padilla, 1974), (Vallace y Raleigh, 1967), (Verga-
ra et al., 1994). Los nombres de entidades u organismos que figuren como autores, por ejemplo: Direccién General de la Pro-
duccion Agraria (DGPA), deberan citarse completos en la Bibliografia la primera vez. Las referencias multiples se haran segun
se indica en el siguiente ejemplo: (Martinez et al., 1971y 1979; Ayala y Ortega, 1977). Cuando de un mismo autor o autores
exista mas de una referencia del mismo afo de publicaciéon, se distinguiran unas de otras afadiendo una letra del alfabeto, en
minuscula y comenzando por a, al afio de publicacién (Lorenzo, 1966a; Aparisi, 1970a y b). Si las citas deben hacerse formando
parte de la frase en el texto, sélo el afio de publicacion figurara entre paréntesis: ... como indicaban Gémez et al. (1969) ...

Al final del trabajo y precedida del apartado Bibliografia se hara constar una lista de todas las referencias utilizadas en el
texto. Esta lista deberéd ordenarse alfabéticamente segun el nombre del primer autor de cada trabajo referido. En el caso de
incluir varios trabajos del mismo autor, éstos se ordenaran por orden cronolégico. En el caso de menciones como "Comunica-
cion personal”, "Resultados no publicados”, éstas no se haran constar en la Bibliografia.

Ejemplos:
Articulos en revistas:

Demarquilly C, 1969. Valeur alimentaire du mais fourrage, I.Composition chimique el digestibilité du mais sur pied. Ann. Zoo-
tech. 18: 17-32.

Herrero J, Tabuenca MC, 1966. Epocas de floracion de variedades de hueso y pepita. An. Aula Dei 8: 154-167.
Tabuenca MC, 1968a. Necesidades de frio invernal de variedades de peral. An. Aula Dei 9: 1-9.

Tabuenca MC, 1968b. Necesidades de frio invernal de variedades de albaricoquero. An. Aula Dei, 9: 10-24.
Vallace JD, Raleigh RJ, 1967. Protein intake and exercise for pregnant heifers. J. Anim. Sci. 26: 931-936.

Vergara H, Gallego L, Molina A, Torres A, 1994. Efecto del nivel de reservas corporales de las ovejas en el parto y del tipo de
cria sobre el crecimiento de corderos de raza manchega. ITEA 90: 73-80.

Comunicaciones de Congresos:

Angel I, 1972. The use of fasciculate form (determinate habit) in the breeding of new Hungarian pepper varieties. Third
Eucarpia Meeting on Genetics and Breeding of Capsicum, 17-24, Universidad de Turin (ltalia).

Capitulos de libros:

Gamborg OL, 1984. Plant cell cultures: nutrition and media, pp. 18-26. En: IK Vasil (Ed.). Cell Culture and Somatic Cell Genetics
of Plants. Vol. 1, 825 pp. Academic Press, USA

Para obtener informacién adicional envie un mensaje a: mferruz@aragob.es






INSCRIPCION EN AIDA

* Si desea Ud. pertenecer a la Asociacion, rellene la ficha de inscripcion asi como la carta para la
domiciliacion del pago de la cuota de asociado y envielas a AIDA. Aptdo. 727. 50080 Zaragoza.

El abajo firmante solicita su inscripcién como miembro de la Asociacion Interprofesional
para el Desarrollo Agrario.

APEIITIOS. ... s NOMDIre . ..coovieeeie e
(D1 =Yl of o Tq N o X3 - | SRS
BLE= =3 LT o T R U ST R U PR RSTP
Profesion........ccceveeeienieneeceee Empresa de trabajo.......cccooieoineeii i
Area en que desarrolla su actividad Profesional ...........cccceeeucueueeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeereeeeas

CUOTA ANUAL: Firma.
d ITEA30<€

FORMA DE PAGO:

0 Cargo a cuenta corriente o libreta [ Cargo a tarjeta

[ Cheque bancario d VISA

Tarjeta nUmero: 1 MASTERCARD
N I Fecha de caducidad: /

SR. DIRECTOR DE.... ettt ettt ettt e e st se e b s e b e e e b e e s e eb e e e e e ae e e e naeenneenesneenennean

Muy Sr. mio:

Ruego a Vd. se sirva adeudar en la cuenta cte./libreta N.%.......ccoceviiiienieciee e
que matengo en esa oficina, el recibo anual que serd presentado por la “Asociacion
Interprofesional para el Desarrollo Agrario”.

Atentamente,

Firmado:

BANCO O CAJA DE AHORROS: ...eceveveeecteteteeeeecae e sesesaeae e sesssesessnenssassssassssssesessssssesssssassssssasasansssnsnas
SUCURSAL ..ottt s ettt st s e s s s s s bbbt s st s st b st s s s s s b s an st st st en s
DIRECCION CALLE/PLAZA: .....eeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeaeeeaeenas s aesasaenassessassenssnnannans N e

CODIGO POSTAL: eovveecececectetcececee e aescsessasseassssessasssssss s s s ssssss s s s ssssssssasasssssasssasasases

POBLACION: .ottt ettt et e st eeeeeeees e et eseaeeseeees et eseeeeeeneeeenneaenneeannenannaen
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