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Resumen

Se ha analizado la informacién disponible de 6273 animales inscritos en el Libro Genealdgico de la
Oveja de raza Mallorquina. Se conocian el 34,3% de los padres de los animales registrados y el 7,6%
de los abuelos. El intervalo generacional medio en la raza se situdé en 3,7 aiios. El nUmero efectivo de
rebafos fundadores (11,1) fue, aproximadamente una cuarta parte del real. El nUmero efectivo de
rebafios que proveyeron machos reproductores fue de 8,8 para padres y 3,8 para abuelos. El nUmero
equivalente de animales fundadores asciende a 4122, lo que supuso el 66% del total de animales ana-
lizados. El nUmero efectivo de animales fundadores fue de 704 (17% de los 6184 fundadores equiva-
lentes). El numero efectivo de ancestros que explicarian totalmente la variabilidad genética de la
poblaciéon Mallorquina es de 90. Los valores medios de consanguinidad, relacion media y niumero
equivalente de generaciones discretas para los animales analizados fueron de 0,24%, 0,17% y 0,43,
respectivamente. Sélo se encontraron 121 animales consanguineos que presentaron valores medios
para los parametros anteriores de 17,93%, 0,92% y 1,91, respectivamente. Asimismo, se han detecta-
do cuellos de botella locales (dentro de explotaciéon) que provocan la apariciéon de animales consan-
guineos, que pueden ser resueltos con una minima planificacién de los apareamientos sin que exista
peligro aparente para la variabilidad genética de la raza.

Palabras clave: genealogias, contribucién genética, niUmero efectivo, fundadores, ovino, estructura
de la poblacién.

Summary

Demographic and genetic analysis of the Mallorquina sheep flockbook

Information from 6273 registered in the flockbook of the Mallorquina sheep breed was analysed. Up
to 34.3% of the individuals had registered parents and 7.6% registered grand-fathers. Average gene-
ration interval was 3.7 years. The effective number of founder herds (11.1) was roughly a quarter of
the real one. The effective number of herds supplying rams was 8.8 for fathers and 3.8 for grand-
fathers. The equivalent number of founders was 4122 which was 66% of the total analysed animals.
The effective number of founders was 704 (17% of the equivalent number of founders). The effective
number of ancestors for the Mallorquina population was 90, and 50 ancestors would explain 50% of
the total genetic variability of the population. Average values for inbreeding, average relatedness and
equivalent to discrete generations were 0.24%, 0.17% and 0.43, respectively. Only 121 inbred indivi-
duals were found with average values for the former parameters of 17.93%, 0.92% and 1.91. A few
within-flock bottlenecks have been detected and, as a consequence, inbred individuals appeared.
However, no risk for the genetic variability of the breed arose.

Key words: genealogies, genetic contribution, effective number, founders, ovine, population structure.
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Introduccion

Los recursos genéticos animales se encuen-
tran entre los bienes mas valiosos y estratégi-
camente importantes que posee un pais. Las
principales razones para conservar razas de
ganado en Europa son las de hacer posible su
utilizacion en el futuro y las razones cultura-
les (Simon, 1999). Las acciones de conserva-
ciéon, entre las que destaca la puesta en mar-
cha de Libros Genealégicos que permiten la
identificaciéon sistematica de los animales y la
planificacién de apareamientos en pureza,
tienen como finalidad el mantenimiento del
acervo genético de las poblaciones amenaza-
das (Goyache et al., 2003). El analisis de la
informacién registrada en los Libros Genea-
I6gicos permite conocer en profundidad la
historia y estructura genética de las poblacio-
nes ganaderas y ha sido ampliamente utiliza-
da en ganado bovino (Gutiérrez et al., 2003),
equino (Valera et al., 2005; Cervantes et al.,
2009) y ovino (Huby et al., 2003).

La oveja Mallorquina esta incluida como
raza de protecciéon especial en el Real De-
creto 1662/1997, de 7 de noviembre, por el
que se actualiza el Catalogo Oficial de Razas
de Ganado de Espaia. Es una raza antigua,
de gran rusticidad y alta capacidad de adap-
tacion a medios dificiles con condiciones
ambientales de sequias y altas temperatu-
ras. Desde 1996 funciona la Associacié de
Ramaders de I'Ovella de Raca Mallorquina
al objeto de la defensa y mejora de la raza.
En 2001 el Libro Genealdgico gestionado
por la Associacié de Ramaders fue reconoci-
do oficialmente por el Govern Balear. La
raza se encuentra distribuida por todo el
territorio de la isla de Mallorca, aunque su
mayor concentracién se encuentra en el
sureste de la misma, con especial importan-
cia en los municipios de Arta, Manacor, Fela-
nitx y Lluchmajor (Esteban Muinoz, 2003). La
raza Mallorquina es la poblacion ovina au-
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toéctona de mayor censo de las Islas Balea-
res, especialmente respecto de la raza Roja
Mallorquina, cuyos efectivos son de menos
de 1000 ejemplares (Esteban Muioz, 2003).
En todo caso, la oveja de raza Mallorquina
representa un porcentaje muy pequeiio del
censo total de ganado ovino en las Islas
Baleares, que se situa en las 394.631 cabezas,
de las que 280.367 son hembras reproducto-
ras (Conselleria d'Agricultura i Pesca, 2007).

El objetivo del presente trabajo es realizar
un andlisis de la informacién contenida en
el Libro Genealdgico de la oveja de raza
Mallorquina para conocer la estructura
genética de la poblacion y mejorar las estra-
tegias actuales de gestion de reproductores.

Materiales y Métodos

Se ha analizado el Libro Genealégico de la
Oveja de raza Mallorquina con los datos dis-
ponibles hasta el 1 de febrero de 2006. Este-
ban Mufoz (2003) ha realizado reciente-
mente una detallada descripcién de la
historia y evolucién de la raza ovina Mallor-
quina, asi como de sus censos y cualidades
productivas. A efectos descriptivos se han
realizado tablas de frecuencias de numero
animales (segun sexo y afio de nacimiento)
y ganaderias activas cada afo, asi como una
descripciéon de la estructura de edad de los
animales vivos inscritos en el Libro Geneal6-
gico con el paquete estadistico SAS/STAT
(1999, SAS Institute, Inc.).

Mediante el programa ENDOG v4.6 (Gutié-
rrez y Goyache, 2005) se ha realizado un
analisis del Libro Genealdgico de la raza
Mallorquina para conocer: a) su estructura
demografica, b) la concentracion del origen
de los genes y ¢) la evolucion de la endoga-
mia y la representacion genética de los ani-
males en la poblacion.
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Estructura demografica de la probabilidad de que dos animales to-
la raza Mallorquina mados al azar en la poblacién procedan

de carneros del mismo rebafo y resulta
Se han analizado los siguientes parametros: informativo sobre la concentracion del

. e origen de los animales.
— el porcentaje de utilizacion de carneros

propios en el rebafio (Vasallo et al., 1986). - el numero efectivo de fundadores f, (Ja-

Mediante este criterio los rebafios inclui-
dos en el Libro Genealégico se clasificari-
an como nucleos si nunca usan carneros
nacidos en otros rebafios, multiplicadores
si compran y venden carneros y comercia-
les si s6lo utilizan carneros nacidos en
otros rebafos. Los rebafios multiplicado-
res se dividen en dos niveles (1y 2) segun
usen carneros propios (1) o no (2).

el intervalo generacional, definido como
la edad media de los padres a la que
nacen sus hijos que luego seran padres.
Este parametro se calculd para las cuatro
vias (padre-hijo, padre-hija, madre-hijo y
madre-hija) utilizando las fechas de naci-
miento de cada individuo y la de sus padres.

la integridad de la informacién del Libro
Genealogico (MacCluer et al., 1983), que
mide la proporcién de antepasados pre-
sentes en cada generacion.

numero equivalente de generaciones dis-
cretas, calculado como la suma de (1/2)",
siendo n el nUmero de generaciones que
separan el animal de su ascendiente
conocido. Este parametro mide la profun-
didad del pedigri de forma comparable a
la situacién que se daria si en la base de
datos no existieran generaciones solapa-
das. Los individuos sin ascendientes cono-
cidos se asignaron a la generacién base.

Concentracion del origen de los genes

Se han analizado los siguientes parametros:

— el nimero efectivo de rebafios que pro-

ducen carneros padres, abuelos, bisabue-
los y tatarabuelos (Robertson, 1953). Este
parametro se calcula como la inversa de

mes, 1972), definido como el niumero de
fundadores que, contribuyendo en igual
medida, producirian la diversidad genéti-
ca existente en una poblacién. Este para-
metro se calcula como = !/ , en que
i
q; es la contribucion genética del funda-
dor i a la poblacién.

— el numero efectivo de ancestros (Boichard
et al., 1997), definido como el nimero de
ancestros, fundadores o no, necesarios
para explicar la variabilidad genética total
de la poblacién. Este parametro es com-
plementario al anterior ya que tiene en
cuenta los posibles cuellos de botella que
hay experimentado la poblacién estudia-
da, y recoge la variabilidad genética apor-
tada por un animal que no se explica por
la contribucién de alguno de sus hijos. La
poblacién de referencia sobre la que se
calculé este parametro fue la que utiliza el
programa ENDOG por defecto, esto es, los
animales vivos con padres conocidos.

Endogamia y representacion genética

Se han analizado los siguientes parametros:

- el coeficiente de endogamia (F), definido
como la probabilidad de que un individuo
posea dos genes idénticos por descendencia.

— el coeficiente de relacion media (AR) (Go-
yache et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003),
definido como el porcentaje de representa-
cién genética de cada animal en el conjun-
to de la poblacion. El coeficiente de rela-
cién media es la media de los coeficientes
de coascendencia de cada animal con el
resto de los animales de la poblacion.



Resultados

El Libro Genealdgico de la raza ovina Mallor-
quina contaba con un total de 8201 anima-
les inscritos, de los que 1928 eran animales
fundadores (sin genealogia conocida) que
fueron dados de baja antes de aportar algun
descendiente al Libro Genealégico por lo
que fueron eliminados de sucesivos analisis.
De los 6273 (5938 hembras) animales anali-
zados, 5514 (5302 hembras) estaban vivos en
el momento del andlisis. El total de ganade-
rias que aportaron animales al Libro fue de
80 aunque el nimero de ellas que aportaron
animales por afo de nacimiento del animal
fue muy variable, con un maximo de 53. En
todo caso, el nUmero de ganaderias que
aportaron fundadores al andlisis fueron 47 y
las explotaciones que aportaron, al menos, 6
inscripciones de animales no fundadores al
Libro Genealodgico fue de 44. Un 42% de los
animales de la poblacién Mallorquina viva
registrada tenia en el momento del analisis
entre los 3y 5 afios de edad y un 20% de dos
anos o menos; los animales de 10 o mas afos
de edad fueron el 5,5% de los vivos.

En la raza Mallorquina no se encontraron
rebafios que actuaran como nucleos en la
forma definida por Vassallo et al. (1986),
utilizando exclusivamente sus propios se-
mentales y produciendo carneros de los que
se nutririan los restantes rebafios (Tabla 2).
Ningun rebafo utilizé exclusivamente sus
propios animales como sementales, por lo
gue no se encontraron rebafios desconecta-
dos genéticamente. El 23% de los rebafios
se clasificaron como multiplicadores ya que
vendieron carneros independientemente de
gque usaran sus propios carneros como re-
productores (18%) o no usaran sus propios
carneros (5%). El resto de los rebafios serian
rebafios comerciales que no vendieron
machos reproductores. En cualquier caso, la
utilizacion de sementales nacidos fuera del
rebafio fue de un 72%. Estos resultados
caracterizan una raza en la que existe una
gran movilidad de reproductores.
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La Figura 1 muestra el grado de integridad del
pedigri de la raza ovina Mallorquina. Se cono-
cia el 34,3% de la informacion sobre los pa-
dres de los animales, el 7,6% de la informa-
cion sobre los abuelos y algo mas del 1%
sobre los bisabuelos y tatarabuelos. A partir
de la quinta generacion la informacién dispo-
nible fue practicamente nula. Por sexos la
informacion disponible fue mayor en los
machos que en las hembras, ya que se dispo-
nia de informacién de cerca del 7% de las
abuelas paternasy el 9% de los abuelos pater-
nos, mientras que en el caso de las abuelas y
abuelos maternos no se superé el 5%.

El intervalo generacional medio en la raza se
situ6 en 3,7 afos (Tabla 3) siendo mayor por
la via madre que por la via padre. El interva-
lo generacional mas prolongado es el de la
via madre-hija (4,5 afos). Cuando se conside-
ran solamente los hijos de animales no fun-
dadores utilizados como reproductores para
el calculo de los intervalos generacionales la
situacién cambia, siendo las vias mas cortas
las que afectaban al hijo macho (1,8 afios).

La Tabla 4 muestra los valores de los para-
metros que caracterizan la concentracion de
origen de un gen en la poblacién Mallorqui-
na. El nimero efectivo de rebafios fundado-
res (11,1) fue, aproximadamente, una cuarta
parte del real (23,6%). El numero efectivo
de rebanos que proveyeron machos repro-
ductores (Robertson, 1953) fue de 9 para
padres (19% de los reales), 3,8 para abuelos,
3,7 para bisabuelos y 2,0 para tatarabuelos.
Los animales fundadores fueron 3961 vy,
considerando medio-fundadores los anima-
les de los que solamente se conoce uno de
los dos padres, el nUmero equivalente de
animales fundadores ascendié a 4122, lo
que supone el 66% de los animales analiza-
dos. El numero efectivo de animales funda-
dores fue de 704 (17% del numero equiva-
lente de fundadores). El nUmero efectivo de
ancestros (Boichard et al., 1997) que expli-
carian totalmente la variabilidad genética
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Tabla 1. Pirdmide de edades de los animales vivos inscritos en el
Libro Genealégico de la raza Mallorquina
Table 1. Age structure of the live individuals registered in the Mallorquina sheep breed flockbook

Edad en afios N Porcentaje

=1 379 6,88
2 705 12,79

3 902 16,36

4 784 14,22

5 652 11,82

6 491 8,9

7 764 13,86

8 268 4,86

9 265 4,81
10 141 2,56
11 106 1,92
12 47 0,85
=13 10 0,18

Tabla 2. Clasificacion (segun Vassallo et al., 1996) de los rebafios incluidos en el Libro Genealdgico
de la raza ovina Mallorquina (con mas de seis inscripciones) segun la utilizacion de machos propios
0 ajenos. Los rebafios se consideran nucleo si nunca usan carneros nacidos en otros rebafios,
multiplicadores si compran y venden carneros y comerciales si sélo utilizan carneros nacidos
en otros rebafios. Los rebafios multiplicadores se dividen en dos niveles (1y 2)
segun usen carneros propios (1) o no (2)

Table 2. Vassallo et al.’s (1996) classification of the flocks registered in the Mallorquina sheep
flockbook according to the use of own or purchased rams. Flocks are classified as nucleus herds,
if breeders use only their own rams, never purchase rams but sell them,; multiplier herds, when
breeders use purchased rams and also sell rams, and commercial herds if they never sell rams.
The multiplier and commercial flocks are classifies in two different levels (1 and 2)
according the use of their own rams (1) or not (2)

Tipo de NUmero de Usa carneros Usa carneros Vende Porcentaje de
explotacién Rebanos comprados propios carneros  carneros comprados
Nucleo 0 No Si Si 0
Multiplicador 1 8 Si Si Si 72
Multiplicador 2 2 Si No Si 100
Comercial 1 21 Si Si No 72
Comercial 2 13 Si No No 100

Aislada 0 No Si No 0
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[ 6273 animales }

I 1
[ 34,3% padres J [ 34,3% madres}

I 1 I 1
[11,6% abuelos] [ 8,7% abuelas ] [ 5,0% abuelos ] [ 4,9% abuelas ]

paternos paternas maternos maternas

Figura 1. Detalle de la informacion de pedigri en la oveja de raza Mallorquina
hasta abuelos paternos y maternos
Figure 1. Detail of the pedigree information contained in the Mallorquina
sheep breed flockbook up to the grand-fathers level

Tabla 3. Intervalos generacionales (+ desviacién estandar), en anos, estimados para 4 vias padre - hijo
en la oveja de raza Mallorquina, cuando se consideran todos los animales disponibles y
cuando sélo reconsideran los hijos de los animales no fundadores
Table 3. Generation intervals (+ standard deviation), in years, computed for the four father-offspring
pathways in the Mallorquina sheep breed. Results are shown using all available data and using
only the offspring of non-founder individuals

Via padre - hijo N Anos
Toda la poblacién

Carnero - hijo 31 3,0+1,4
Carnero - hija 232 3,0+ 1,1
Oveja - hijo 32 39+1,8
Oveja - hija 235 4,5+2,3
Media 532 3,7+1,9
Hijos de no fundadores

Carnero - hijo 6 1,8+0,4
Carnero - hija 29 24+0,8
Oveja - hijo 3 1,8+0,5
Oveja - hija 22 2,2+0,9

Media 60 2,2+0,8
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Tabla 4. Parametros que caracterizan la concentracion de origen de un gen en la poblacién
Mallorquina: numero efectivo de rebafios que proveen machos reproductores segin Robertson
(1953), numero real y efectivo (entre paréntesis) de rebafios fundadores, numero real
y efectivo de animales fundadores y nimero efectivo de ancestros
Table 4. Parameters characterising the probability of gene origin in the Mallorquina sheep breed:
effective number of flocks providing rams (Robertson, 1953), real (in brackets) and effective
number of founder flocks, real and effective number of founder individuals and
Boichard et al.’s (1997) effective number of ancestors

NuUmero real de rebafios fundadores 47
Numero efectivo de rebafnos fundadores 11,1
Numero (efectivo) de rebafios que producen padres 32 (8,8)
Numero (efectivo) de rebafios que producen abuelos 9(3,8)
Numero (efectivo) de rebafios que producen bisabuelos 6 (3,7)
Numero (efectivo) de rebafios que producen tatarabuelos 2 (2,0)
Numero equivalente de animales fundadores (un padre desconocido = medio fundador) 4122
Numero de animales fundadores con los dos padres desconocidos 3961
NUmero efectivo de animales fundadores 704
NUmero de animales en la poblacion de referencia 1990
Numero de ancestros en la poblacién de referencia 1310
Numero efectivo de ancestros 20
Numero de ancestros que explican el 50% de la variabilidad 50

de la poblacién Mallorquina fue de 90, y 50
ancestros explicarian el 50% de la variabili-
dad genética de la poblacién.

La Tabla 5 es una lista de los 10 fundadores
y ancestros (fundadores o no) de mayor
contribucion genética al Libro Genealégico
de la raza ovina Mallorquina. El fundador y
ancestro de mayor importancia fue el 7081,
un carnero que explico el 1,9% y el 5,8%,
respectivamente, de la variabilidad genética
de la raza. El sequndo mayor fundador fue
el carnero 582 (1,3%) y el segundo mayor
ancestro fue el 805 (3,8%), carnero hijo del
cuarto mayor fundador de la raza (581). En
todo caso la variabilidad explicada por los
fundadores y ancestros listados fue muy
bajay a partir del cuarto fundador cada ani-
mal explicé menos de un 1% de la variabili-
dad, siendo, ademds, la mayor parte de
ellos animales nacidos hace pocos afos.

La suma de las contribuciones (Tabla 6) de los
fundadores o ancestros provenientes de cada
explotacién informa sobre la importancia de
éstas en la formacion de la raza Mallorquina.
La explotacién cuyos fundadores contribuye-
ron en mayor medida al Libro Genealdgico
fue la 330292 (12,1%) que se identifico como
la cuarta de mas importancia en cuanto an-
cestros. Las 5 primeras explotaciones para
fundadores explicaron un 43,8% de la varia-
bilidad genética de la raza mientras que las 5
primeras para ancestros explicaron un 62,6%
de la variabilidad, lo que implica una tenden-
cia a la concentracién de los pedigries en
unos pocos animales de unas pocas explota-
ciones. Las cuatro primeras explotaciones
para ancestros explican el 53,6% de la varia-
bilidad. En ese mismo sentido, los 10 rebafios
listados para fundadores recogen el 61,3%
de la variabilidad genética de la raza, mien-
tras que los 10 rebainos listados para ances-
tros recogen el 81,3%.
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Tabla 5. Descripcién de los 10 fundadores y de los 10 ancestros (fundadores o no) de mayor
importancia en el Libro Genealdgico de la raza ovina Mallorquina. Se describe la identificacion
de los animales, de sus padres y madres, el sexo, el afio de nacimiento la relacién media (AR) de

los fundadores y la contribucién (Boichard et al., 1997) de los ancestros, ambos en porcentaje
Table 5. Description of the 10 major founders and ancestors (founders or not) in the Mallorquina
sheep flockbook. The table lists the identification of the individuals, their fathers and mothers,
their sex and year of birth and, in percentage, the average relatedness (AR) for founders
and the Boichard et al.’s (1997) contribution for ancestors

Fundador Padre Madre Sexo Ano de nacimiento AR
7081 Macho 2001 1,9
582 Macho 1997 1,3
4363 Macho 1999 1,0
581 Macho 1997 1,0
3151 Macho 1997 0,7
502 Macho 1997 0,7
4371 Macho 1999 0,6
8216 Macho 1902 0,6
3367 Macho 1901 0,5
279 Hembra 1995 0,5
Ancestro Contribucion

7081 Macho 1901 5,8
805 581 Macho 1999 3,8
582 Macho 1997 3,5
4363 Macho 1999 2,9
598 276 279 Macho 1998 2,2
3151 Macho 1997 2,1
502 Macho 1997 2,0
8216 Macho 2002 1,9
4371 Macho 1999 1,8
3367 Macho 1901 1,6

Los valores medios de consanguinidad, rela-
cién media y numero equivalente de genera-
ciones discretas para los animales analizados
fueron de 0,24%, 0,17% y 0,43, respectiva-
mente. S6lo se encontraron 121 animales
consanguineos (1,9% del total analizado),
que presentaron valores medios para los
parametros anteriores fueron de 17,93%,
0,92% y 1,91, respectivamente. La Figura 2
muestra la evoluciéon de la consanguinidad
(F), la relaciéon media (AR) y equivalentes a
generaciones discretas en los animales ana-
lizados en el Libro Genealdgico de la raza
ovina Mallorquina. La consanguinidad apa-

recié a partir de 2001 como consecuencia del
ligero incremento en la profundidad de
pedigri (0,28 equivalentes a generaciones
discretas). La consanguinidad media de los
animales nacidos en 2005 llegé al 2,7%,
cuando en afos anteriores era menor del
1%. Sin embargo los valores de AR fueron
siempre bajos (0,6% en los animales nacidos
en 2005) por lo que la aparicién de animales
consanguineos podria deberse a planifica-
ciones de apareamientos puntuales en gana-
derias concretas, sin que resulte un proble-
ma para la variabilidad genética de la raza.
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Tabla 6. Listado de los 10 rebafios de mayor importancia en el Libro Genealdgico de la raza ovina
Mallorquina seleccionados por la contribucién de sus fundadores y ancestros. Se describe
la identificacion de la explotacion, el nUmero de fundadores (o ancestros) que aportan
(N) y la aportacion (en porcentaje) genética a la poblacion por fundadores
(AR) y por ancestros (Contribucion)
Table 6. List of the 10 major flocks for founders and ancestors in the Mallorquina sheep flockbook.
It is described the identification of the flock, the number of founders or ancestors (N) and, in
percentage, the average relatedness (AR) and the Boichard et al.’s (1997) contribution per flock

Fundadores Ancestros
Explotaciéon N AR (%) Explotacion N Contribucion (%)
330292 509 12,1% 330083 56 14,6%
410026 371 10,6% 410026 196 14,2%
330305 381 8,9% 330069 131 12,9%
330069 189 7.1% 330292 108 11,8%
220035 282 5,1% 330305 179 9,0%
330083 46 4,8% 310016 51 4,4%
220140 153 3,6% 330199 53 4,0%
310016 130 3,6% 330339 41 3,7%
330199 95 2,8% 220140 54 3,7%
330306 113 2, 7% 330046 37 2,7%

3%

2% A

1% -

endogamia y relacion media
generaciones equivalentes

ano de nacimiento

Figura 2. Variacion de la endogamia (circulos) y relacion media (AR; cuadrados), ambos expresados
en porcentaje, en la raza Mallorquina por afio de nacimiento de los animales inscritos en Libro
Genealdgico. Asimismo se muestran los valores medios de generaciones equivalentes (triangulos)
Figure 2. Variation of the inbreeding (circles) and average relatedness (AR, squares), in percentage,
according to year of birth of the individuals registered in the Mallorquina sheep flockbook.
Ad(ditionally, the values for the discrete generation equivalents are shown (triangles)
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Discusion

Aunque el Libro Genealégico de la oveja de
raza Mallorquina dispone de registros de
animales nacidos desde comienzos de los 90
el inicio real de su funcionamiento se llevoé a
cabo en los afos finales de la década, con
aparicion de alguna genealogia en 1998. En
ese sentido, cabe destacar el esfuerzo de
recuperacion de animales realizado por la
Associacié de Ramaders lo que ha permitido
tener una amplia base genética para la
recuperacion consistente en dos tercios de
los animales inscritos hasta la actualidad.
Por el contrario, el escaso periodo de tiem-
po transcurrido desde el inicio del funciona-
miento efectivo del Libro Genealdgico no
ha permitido acumular gran cantidad de
genealogias pero permite conocer el flujo
de genes existente en la raza. Disponer de
un 34,3% de padres conocidos puede consi-
derarse normal teniendo en cuenta el gran
numero de animales fundadores y las dificul-
tades objetivas de obtencion de genealogias
en ganado ovino. En ese sentido, Huby et al.
(2003), en seis razas francesas de carne
encuentra un porcentaje de animales con los
dos padres conocidos que oscila entre el 25y
el 79% para los animales nacidos en los tres
ultimos afnos de los treinta de registro gene-
alégico disponibles en algunos casos. Alfon-
so et al. (2006), en Latxa Cara Negra Navarra
sometida a control de rendimiento lechero,
analizan un pedigri en que sélo se conocian
los dos padres en el 26% de los animalesy el
46% carecian de genealogias, sefialando las
dificultades para obtener genealogias en
ganado ovino. Los mismos autores sefialan
que el porcentaje de animales con ambos
padres conocidos en Latxa Cara Rubia y Ca-
rranzana es de, aproximadamente, el 20 y el
8%. Estas dificultades han provocado que el
numero de estudios genealdgicos en gana-
do ovino sea mas bien escaso.

F. Goyache et al. ITEA (2010), Vol. 106 (1), 3-14

Otro aspecto que hace que sea dificil la acu-
mulacién de genealogias, especialmente en
la via hembra es el periodo relativamente
largo de intervalo generacional entre oveja
e hija (4,7 anos). Aunque el intervalo inter-
generacional medio esta en el limite infe-
rior calculado por Huby et al. (2003) en seis
razas francesas de carne (oscilando entre
3,4y 4,1 ainos) la via madre es notablemen-
te superior a esas razas (oscilando entre 3,8
y 4,5 afnos). Estos resultados son mayores
que los de la raza Xalda de Asturias (3 afios;
Goyache et al., 2003), poblaciéon en grave
riesgo y de censos muy reducidos cuyos
ganaderos realizan un gran esfuerzo de
recria. Sin embargo, en razas cuyos censos
estan formados por animales fundadores
cuya carrera reproductiva registrada suele
empezar en edades tardias los valores del
intervalo entre partos pueden estar sesga-
dos y conviene considerar los calculados uti-
lizando exclusivamente la recria de animales
no fundadores. Los intervalos generaciona-
les para los animales no fundadores son
notablemente mas cortos que para la po-
blacién general, lo que caracteriza el es-
fuerzo de cria de los ganaderos y explica la
tendencia al rejuvenecimiento de la pobla-
cidén que se resume en la Tabla 1. En este
caso, los intervalos para producir un semen-
tal son siempre mas cortos que para produ-
cir una hembra reproductora (1,8 frente a
mas de 2 anos) independientemente de
considerar la via madre o padre. Los resulta-
dos encontrados en la raza Mallorquina
caracterizan un sistema de seleccion que da
gran importancia a la reposicién de hem-
bras; los ganaderos precisan mas informa-
cion del rendimiento de un carnero y una
oveja antes de decidir que una de sus hijas
pase a formar parte de la recria. En todo
caso, los intervalos generacionales generales
de la raza Mallorquina son comparables con
otros valores encontrados en la bibliografia:
Prod’'Homme y Lauvergne (1993) en un
rebafio cerrado de raza Rambouillet calcula
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intervalos de 2,2 y 4,1 afios para la via padre
y de 3,9y 5,6 para la via madre; Djellali et al.
(1994) encuentran intervalos generacionales
medios para las razas Solognote y Merino
precoz de entre 2,5y 3,5 afios para la via
padre y de 4,5 afos para la via madre.

Asimismo, el andlisis del Libro Genealdgico
de la oveja de raza Mallorquina permite
conocer el flujo de genes existente en la
raza. No hay rebanos desconectados genéti-
camente; todos utilizan carneros nacidos en
otros rebafos. Este hecho provocara, a
medio plazo, un aumento del parentesco
medio dentro de la raza pero limitara el peli-
gro de que los animales de cada ganaderia
alcancen grados preocupantes de consangui-
nidad. En todo caso, existen rebafios mas efi-
cientes en la recoleccion de genealogias y
que acumulan sus genes (al menos de forma
registrada) en la poblacién presente. Estos
rebafios no funcionan individualmente como
nucleos donantes de sementales al resto de
la poblacion sino que comparten sementales
entre ellos siendo por tanto, un grupo de
seleccion mas difuso que los definidos de
forma clasica (Vassallo et al., 1996). Este he-
cho se demuestra en que si bien 32 explota-
ciones producen carneros para padrear, las
contribuciones de los rebafios estan desequi-
libradas lo que hace que el nimero efectivo
de rebafios para produccién de padres (Ro-
bertson, 1953) se reduzca a 9.

La base genética de la raza es muy grande,
con mas de 1000 ancestros que explican la
variabilidad genética de la raza. La acumula-
cion de genealogias en unas pocas ganaderi-
as hace que el numero efectivo de ancestros
(ancestros que contribuirian equitativamen-
te para explicar la variabilidad genética de la
raza; Boichard et al., 1997) se reduce a 91 lo
que se explica por la presencia de cuellos de
botella locales en esas explotaciones. La raza
Mallorquina presenta unas medias de con-
sanguinidad y relacién media bajas, como
resultado de unas genealogias todavia ralas.

13

Los valores de este parametro estan ligados
a la profundidad del conocimiento del pedi-
gri. Los animales consanguineos se han acu-
mulado en los ultimos seis afios y son muy
pocos respecto del total de los animales ins-
critos en el Libro genealdgico. Sin embargo,
los animales consanguineos en la poblacién
Mallorquina presentan valores de relacién
media muy bajos. Este bajo grado de rela-
cion media entre los animales consanguine-
os de la poblaciéon hace pensar que la con-
sanguinidad encontrada es resultado de la
existencia de politicas apareamientos parti-
culares en rebafios concretos que pueden
presentar puntualmente un alto grado de
endogamia que puede resolverse mediante
una minima planificacién de los cruzamien-
tos. El coeficiente AR sirve para estimar la
consanguinidad a largo plazo originada por
el hecho de utilizar un reproductor. Inde-
pendientemente de que un animal tenga un
coeficiente de consanguinidad muy alto por-
que sus padres tengan antepasados comu-
nes, un coeficiente AR bajo significa que un
animal comparte un porcentaje pequefio de
genes con el resto de la poblacién, por lo
que sera facil encontrar individuos con los
gque pueda aparearse sin crear consanguini-
dad en los futuros descendientes.

Conclusiones

El Libro genealégico de la raza Mallorquina
ofrece una informacién util para la realiza-
cién de acciones de conservacion de la varia-
bilidad genética de la raza. Las genealogias se
acumulan en un cierto niUmero de ganaderias
gue son las que presentan un mayor grado de
implicacion en el esquema de cria de la raza.
Asimismo, se ha detectado politicas de cruza-
mientos dentro de explotacién (probable-
mente realizados en busca de fenotipos dese-
ables) que provocan la aparicion de animales
consanguineos. Sin embargo, el flujo de genes



14

entre ganaderias parece ser importante y
limitard, en su caso, la aparicion de consan-
guinidades medias preocupantes para el con-
junto de la poblacién. Estos resultados pue-
den ser Utiles a la Associacié de Ramaders de
I'Ovella de Raca Mallorquina para la mejora
de su programa de cria y el mantenimiento
de la variabilidad genética de la raza.
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Métodos de generacion de cerdos transgénicos
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Resumen

La generacion de animales transgénicos ha supuesto una gran revolucién biotecnolégica en los cam-
pos de ciencia y de la salud. El cerdo es un animal de gran importancia en la produccién animal, pero
también lo es como animal de experimentaciéon usado como modelo de los nuevos procesos biotecno-
l6gicos y de las enfermedades humanas. En los Ultimos 25 afos, el desarrollo de la transgénesis porci-
na ha ido asociado al desarrollo y la aplicacién de nuevas tecnologias de biologia molecular y de
reproduccién asistida. En este documento revisamos los métodos empleados hasta el momento para la
generacién de porcinos transgénicos, analizando tanto las ventajas que cada tecnologia ofrece como
las limitaciones que las técnicas presentan. Describimos desde los primeros estudios realizados en la
transgénesis porcina mediante inyeccién pronuclear hasta los ultimos avances en células madre pluri-
potenciales inducidas que acaban de ser descritas, pasando por el empleo de los virus, los espermato-
zoides como mediadores de la transferencia genética y los procesos de transferencia nuclear (clona-
cion). lgualmente aportamos la experiencia acumulada por nuestro grupo de investigacién en los
ultimos anos en este apasionante campo de la ciencia.

Palabras clave: cerdo, microinyeccién, células madre, virus, espermatozoide, técnicas reproductivas.

Summary
Methodologies for generating transgenic pigs

The production of transgenic animals was a great biotechnology revolution in the fields of science and
health. Pig is a very important animal for the agriculture industry, but also it is an important lab ani-
mal used in models for biotechnological studies and human diseases. In the last 25 years, transgenic
pigs have been improved by the development and application of new molecular biology and assisted
reproductive technologies. In this manuscript we review the different methodologies used for produ-
cing transgenic pigs. We analyze the advantages and limitations that each methodology offers. We
describe from the first studies for producing transgenic pigs by pronuclear injection to the latest stu-
dies with induced pluripotent stem cells (iPSC) recently described. We also analyze the used of virus,
sperm mediated gene transfer and somatic nuclear transfer technology. Finally we contribute with our
own experience developed in this amazing field of science by our research group during recent years.

Key words: porcine, virus, microinjection, stem cells, spermatozoa, reproductive techniques.

1. Autor al que dirigir la correspondencia. E-mail: jgadea@um.es
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Introduccion

Desde el descubrimiento de la doble hélice de
ADN en la década de los 50 se abrieron gran-
des posibilidades para comprender la estruc-
tura del material genético y los procesos de la
expresion génica. Posteriormente, en la déca-
da de los 80 se desarrollé la tecnologia capaz
de manipular el material genético y producir
animales transgénicos. Este desarrollo ha per-
mitido la aplicacién del conocimiento en
diversos aspectos de la vida, que tiene un
beneficio directo sobre toda la humanidad
como se pone de manifiesto en el diagnostico
rapido y preciso de enfermedades de origen
infeccioso y genético, la seleccion de anima-
les, el desarrollo de la terapia celular o de la
medicina regenerativa, etc.

En este sentido, la posibilidad de crear anima-
les transgénicos que codifiquen un caracter
de nuestro interés o anulen algun caracter
indeseable, puede tener una gran repercu-
sion en la producciéon animal y en el desarro-
llo biotecnoldgico. La aplicacion de esta tec-
nologia permitiria no sélo la obtencién de la
produccién deseada mas rapidamente que
por la clasica selecciéon natural, sino también
trasladar genes de una especie a otra, es decir
generar un producto propio de otra especie.
Por ejemplo, ya se produce la a-1-antitripsina
humana en la leche de cabras modificadas
genéticamente que sirve para el tratamiento
de los pacientes con enfisema pulmonar y un
numero importante de agentes farmacologi-
cos producidos de la misma manera estan en
fase experimental preclinica o clinica (revisa-
do por Dunn et al., 2005).

La produccion de estos animales transgéni-
Cos es una empresa tecnolégicamente com-
pleja, a la par que apasionante, que requiere
un amplio equipo multidisciplinar (biologia
molecular, reproduccion asistida, bioseguri-
dad, etc.) y lleva implicito un alto coste eco-
némico. Sin embargo, una vez obtenidos los
primeros animales transgénicos fundadores,

éstos pueden transmitir el transgén a la pro-
genie por mecanismos reproductivos nor-
males, generando un nuevo producto de un
gran valor afadido que puede compensar la
inversién realizada.

En lo que a la especie porcina se refiere, la
historia de los transgénicos da un gran salto
cuando dos equipos de investigacion en Esta-
dos Unidos y Alemania publican en el afio
1985 la generacion de cerdos transgénicos
mediante el empleo de técnicas de inyeccion
pronuclear (Hammer et al., 1985; Brem et al.,
1985). Desde entonces hasta nuestros dias se
ha producido un gran avance en la genera-
cion de animales transgénicos con el desarro-
llo de nuevas técnicas y metodologias como
el uso de vectores virales, de los espermato-
zoides como mediadores de la transferencia
genética, la clonacién de las células somati-
cas y el uso de células madre (stem cells)
(Tabla 1). Este desarrollo tecnolégico ha per-
mitido superar en parte las limitaciones que
presentaba la microinyeccién como método
para generar transgénicos (revisado por
Nagashima et al., 2003; Bacci, 2007; Niemann
y Kues, 2007; Robl et al., 2007).

En estos dos documentos consecutivos pre-
tendemos, por una parte, describir los mé-
todos empleados mas frecuentemente para
la generacién de porcinos transgénicos,
planteando las ventajas y limitaciones que
cada tecnologia presenta. Posteriormente,
en un segundo documento, analizaremos
las aplicaciones que tienen actualmente y
puedan tener estos animales en un futuro
préximo tanto en el &mbito de la salud co-
mo el de la produccién animal.

¢Qué entendemos por cerdo transgénico
o modificado genéticamente?

Un cerdo transgénico o modificado genéti-
camente es aquel al cual se le ha introduci-
do un material genético exégeno (molécu-
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las de ADN recombinante) de forma inten-
cionada por el hombre para lograr nuevas
propiedades. Para lograr que todas las célu-
las del organismo expresen este nuevo gen,
se incorpora dicho gen en un embrién en
estadio de zigoto. Si este ADN exdégeno se
integra en las células de la linea germinal,
podra ser entonces transmitido a la descen-
dencia de acuerdo a las clasicas leyes men-
delianas de la herencia de caracteres.

Actualmente también se disefian animales
transgénicos que tiene anulada una regién
de su material genético propio y por tanto
no pueden expresar ese caracter (Knock-
out). El uso de los animales Knock-out facili-
ta el estudio de la funcion de un gran
numero de genes y proteinas. Pero en un
sentido mas amplio puede entenderse por
animal modificado genéticamente aquel al
que se le ha introducido el ADN después del
nacimiento. Esta es la base de la terapia
génica que pretende utilizar los genes como
un “medicamento” para el tratamiento de
un individuo. O bien, la denominada trans-
ferencia genética en testiculo (Testis media-
ted gene transfer, TMGT), que implica la
transferencia de genes directamente al tes-
ticulo y que permitira producir animales
transgénicos mediante el uso de los esper-
matozoides generados a partir del testiculo
genéticamente modificado (revisado por
Celebi et al., 2003; Coward et al., 2007).

¢Como se produce un cerdo transgénico?
Inyeccién pronuclear

Mediante esta técnica se cred el primer ani-
mal transgénico por Gordon et al. (1980),
basandose en la microinyeccion de genes
directamente en el pronucleo de ovocitos
de ratén recién fecundados. Esta técnica ha
sido la mas usada en la produccién de rato-
nes transgénicos desde la década de los 80

(Gordon y Ruddle, 1981) y a lo largo de los
anos ha sido adaptada para su uso en ani-
males de granja.

En la especie porcina el proceso comienza
con la obtencion de zigotos en estado pronu-
clear o embriones de dos células procedentes
de cerdas inseminadas, aunque de forma
alternativa también pueden usarse zigotos
producidos in vitro mediante técnicas de FIV
o ICSI (Kubish et al., 1995; Koo et al., 1997).
Posteriormente y mediante el empleo de un
sistema de micromanipulacion embrionaria
se inyecta en el pronucleo pequefios volume-
nes de una solucion de ADN con agujas de
pequeio calibre (Hammer et al., 1985; Brem
et al., 1985). El equipo de microinyeccion
consta basicamente de un microscopio inver-
tido y dos brazos de micromanipulacion. Uno
de ellos esta conectado a una pipeta de suje-
cién, que por presién negativa mantiene fijo
el zigoto, por lo que habitualmente se le
denomina “holder”. Una vez que el zigoto
esta firmemente sujeto, se inyecta el ADN en
el interior del nucleo con el empleo de una
microaguja adapatada al otro brazo de mi-
cromanipulaciéon. Tras este proceso de inyec-
cion los embriones son transferidos a una
hembra receptora.

En los animales domésticos en general y en
concreto en el caso del cerdo, la obtencion
de embriones en estado pronuclear supone
una mayor dificultad técnica y un coste
superior a la obtencién de embriones muri-
nos. Pero ademas, la eficiencia de esta técni-
ca de inyecciéon pronuclear es menor en la
especie porcina que la conseguida en rato-
nes debido a diversos factores. Primeramen-
te, porque la visualizacion de los pronucleos
del zigoto se ve dificultada por la presencia
de gotas de grasa. Este hecho se puede sol-
ventar mediante la centrifugacion de los
zigotos a alta velocidad (10-15.000 g x 3-5
min.), desplazando las gotas de grasa hacia
un polo del zigoto, pero esta centrifugacion
implica la reduccién en las tasas de desarro-
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llo embrionario (Wall et al., 1985). Pero sin
duda la limitacion mas importante que pre-
senta esta técnica en la especie porcina, y en
general en los animales de granja, es el bajo
rendimiento del sistema para integrar el
ADN inyectado en el genoma del embrién
receptor, la integracion es al azar y los pro-
blemas en la correcta expresién de las pro-
teinas. Segun una revisién de Pursel et al.
(1990) entre el 0,31y el 1,73% de los zigotos
inyectados llegan a dar lugar a un cerdo
transgénico frente a la media del 3% de
rendimiento que se obtiene en los ratones.

Otra importante cuestién a tener en consi-
deracion es el alto grado de mosaicismo que
presentan los animales transgénicos creados
mediante inyeccién pronuclear que puede
alcanzar hasta el 60-80% de los animales
(Koo et al., 1997). La presencia en un mismo
individuo de células que presentan el feno-
tipo modificado junto con otras células que
conservan el fenotipo original, podria estar
relacionado no sélo con una integracion del
transgén de manera desigual en las diversas
células, sino también con el sistema de
regulacion que controla la transcripcion y
translacion, que pudiera silenciar de mane-
ra selectiva la expresion de la proteina en
algunas blastbmeras y no en otras.

Para mejorar el rendimiento de esta técnica
de microinyeccién en la especie porcina se
han estudiado diversos factores del proceso
como son las condiciones del cultivo, el lugar
de inyeccion, tipo de hembra donante, em-
brién producido in vitro o in vivo, tipo y
tamano del ADN, etc. (Willians et al., 1992;
Hajdu et al., 1994; Martin et al., 1996; Koo et
al., 1997; Martin et al., 2000; Nottle et al.,
2001). Del mismo modo, se ha optimizado el
proceso de transferencia de los embriones a
las cerdas receptoras (sincronia entre donan-
tes y receptoras, numero de embriones a
transferir, etc) para mejorar los resultados
(revisado por Martin y Pinkert, 2002). En
cualquier caso y a pesar de las mejoras intro-

ducidas, estudios posteriores han confirma-
do que la eficiencia de esta técnica en la
especie porcina se mantiene estable y dificil-
mente puede ser mejorada con la tecnologia
disponible. Asi en términos generales consi-
deramos que aproximadamente el 1-2% de
los zigotos microinyectados llega a generar
un animal transgénico (Hirabayashi et al.,
2001; Uchida et al., 2001; Nottle et al., 2001).

Transgénesis mediada por virus

Una alternativa a la microinyeccién pronu-
clear es el uso de virus que inserten genes
exogenos en el genoma del animal a trans-
formar. El virus actia como un sistema natu-
ral de transferencia de ADN a varios tipos de
células (Pfeifer, 2004). Esta transferencia
puede llevarse a cabo de diversas formas,
como son la exposicion de las células a una
alta concentracion de virus, por co-cultivo en
monocapa de células infectadas con virus, y
mediante la microinyeccion de los virus
directamente en el interior de los blastocis-
tos o en el espacio perivitelino de los zigotos
(Petters et al., 1997; Cabot et al., 2001; Hoff-
man et al., 2003; Whitelaw et al., 2004).

Para generar animales transgénicos se han
utilizado fundamentalmente los retrovirus.
Estos son virus con envoltura que presentan
un genoma de ARN monocatenario y se
replican a través de una forma intermedia
de ADN bicatenario mediante la enzima
transcriptasa inversa. Este ADN generado se
integra en el genoma del hospedador y se
comporta como un gen mas. Estos virus han
sido modificados para que pierdan su carac-
ter patogénico, aunque siguen siendo capa-
ces de infectar células y de transportar una
pequefia cantidad de ADN, que aunque limi-
tada, es suficiente para transferir una amplia
variedad de construcciones genéticas.

Petters et al. (1987) describen por primera
vez el uso de retrovirus aviares para infectar
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embriones porcinos. Posteriormente se han
utilizado retrovirus de la leucemia murina de
Moloney para infectar ovocitos que se han
fecundado in vitro y transferido a una cerda
receptora para producir cerdos transgénicos
(Cabot et al., 2001). Entre las limitaciones o
desventajas del uso de los retrovirus se
encuentra primeramente el hecho de que
Unicamente permiten la transferencia de
construcciones de tamafio inferior a 10 kb
(revisado por Wall, 2002). Otra desventaja ha
sido descrita en numerosos casos en los que
la utilizacion de retrovirus ha permitido la
transferencia de los genes, pero estos no son
expresados adecuadamente en los animales
transgénicos, por lo que la utilidad de estos
virus es limitada (revisado por Pfeifer, 2004).

Por ultimo haremos mencién a los lentivirus,
que se encuentran dentro de la familia de los
retrovirus, y que se han utilizado con éxito
para producir cerdos transgénicos (Hoffman
et al., 2003; Pfeifer, 2004; Whitelaw et al.,
2004 y 2008). La principal ventaja del uso de
los lentivirus como vectores de transgénesis
es la gran eficiencia de la técnica. En este
sentido, mientras que el porcentaje de naci-
dos transgénicos para el porcino se encuen-
tra préximo al 1-2% cuando se utiliza la mi-
croinyeccién pronuclear, con el uso de los
lentivirus en la especie porcina se han obte-
nido entre 3y 35% segun los diferentes estu-
dios (revisado por Park, 2007). Del mismo
modo mejoran sustancialmente los niveles
de expresion tanto en los fundadores como
en la progenie. Por el contrario, como des-
ventajas de esta técnica podemos destacar la
inestabilidad de los vectores, la dificil mani-
pulacién y preparaciéon de los mismos (Hou-
debine, 2005; Park, 2007). Una vez que se
superen los problemas de bioseguridad que
aun plantea el uso de virus y los de estabili-
dad, esta técnica podra ser de gran aplicabili-
dad en el futuro préximo, debido a su relati-
va sencillez y gran eficiencia.

El espermatozoide como vector
de la transgénesis

La capacidad de los espermatozoides para
capturar ADN exoégeno fue descrita por pri-
mera vez por Brackett et al. (1971) en el
conejo. Este descubrimiento y sus importan-
tes implicaciones fueron ignoradas durante
casi 20 anos, y no es hasta 1989 cuando se
demuestra la capacidad que tenian los es-
permatozoides de ratédn de transportar ADN
exdgeno y transferir estas moléculas al inte-
rior del ovocito en el proceso de la fe-
cundacién dando lugar a animales modifica-
dos genéticamente (Lavitrano et al., 1989).
Desde entonces esta técnica, denominada
transgénesis mediada por espermatozoides
(Sperm mediated gene transfer, SMGT), fue
objeto del interés de toda la comunidad
cientifica, ya que podria ser considerada, por
su relativa sencillez y bajo coste, como la téc-
nica de eleccién para la produccion de ani-
males de granja modificados genéticamen-
te. Sin embargo, las dificultades para repetir
los experimentos en otros laboratorios y la
baja eficiencia en la integracién de los trans-
genes en el genoma del animal, llevé asocia-
da una considerable controversia durante
numerosos afos (Brinster et al., 1989; Birns-
tiel y Busslinger, 1989: Spadafora, 1998). En
cualquier caso, usando esta técnica se han
descrito porcentajes que se encuentran en-
tre el 5y el 80% de animales transgénicos
del total de nacidos y su eficiencia varia se-
gun las especies de aplicacion (revisado por
Smith y Spadafora, 2005).

En la especie porcina Sperandio et al. (1996)
describen por primera vez la generaciéon de
lechones transgénicos producidos mediante
el uso espermatozoides incubados en pre-
sencia de ADN exégeno y la aplicacion de la
dosis de inseminacion artificial mediante un
procedimiento convencional. Poco tiempo
después, el mismo equipo confirmé la gene-
racion de animales transgénicos usando
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esta misma metodologia que expresaban un
gen humano (human decay aceleration fac-
tor) relacionado con los estudios de xeno-
trasplantes (Lavitrano et al., 1997, 1999,
2002 y 2003). Posteriormente se utilizé para
generar animales poli-transgénicos utilizan-
do en este caso la inseminacion laparoscopi-
ca (Webster et al., 2005). En cualquier caso,
los resultados no son concluyentes ya que la
repetitividad de la técnica es muy reducida
por factores no bien definidos (Gandolfi et
al., 1996; Kang et al., 2008; Wu et al., 2008).

Nuestra aportacién en este campo se ha
centrado en analizar los factores que deter-
minan la unién del espermatozoide al ADN
exogeno y la eficiencia de la técnica (Garcia-
Vazquez, 2007). Entre estos factores se
encuentra la presencia de plasma seminal,
el tipo de ADN, el origen del espermatozoi-
de, el medio de incubacion, los tratamien-
tos espermaticos, etc. (Garcia-Vazquez et
al., 2007-2009). Una de las conclusiones mas
determinantes a las que hemos llegado es el
hecho de que en nuestras condiciones expe-
rimentales la uniéon del ADN exdégeno se
produce a espermatozoides con membrana
alterada (Garcia-Vazquez et al., 2009). Este
hecho determina que la probabilidad de
obtener animales transgénicos haciendo
uso de la inseminacién o la fecundacion in
vitro es limitada (Garcia-Vazquez et al,,
2009). Como alternativa cabe la posibilidad
de utilizar la inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) que permiten el
uso de espermatozoides independiente-
mente de la alteracién de membrana que
presenten, como se puso de manifiesto en
la especie murina (Perry etal., 1999, Moreira
et al., 2004 y 2007). Posteriormente se ha
aplicado la ICSI en la especie porcina para
generar embriones y animales transgénicos
con una mayor eficiencia y repetitividad (Lai
et al.,, 2001; Naruse et al., 2005; Kurome et
al., 2007, Garcia-Vazquez et al., 2007-2009,
Wu et al., 2009). Mediante la combinacion

de la ICSI y SMGT hemos logrado obtener
animales transgénicos procedentes de di-
versas camadas.

Un nuevo abordaje es el que se plantea con
la transgénesis activa con el uso de recombi-
nasas o transposasas que puedan mejorar la
eficiencia de la transgénesis (Shinohara et
al., 2007). En el ratén, el uso de la proteina
de origen bacteriano recombinasa A y la
proteina Tn5 transposasa incrementan no-
tablemente las tasas de transgénesis tanto
usando microinyeccién como ICSI-SMGT (Ka-
neko et al., 2005; Suganuma et al, 2005;
Moreira et al. 2007). En la especie porcina, se
ha demostrado la mejora de la eficiencia al
usar la proteina recombinasa A procedente
de E. colli al usar en un sistema de microin-
yeccién (Maga et al., 2003) y nuestras expe-
riencias usando la técnica de ICSI-SMGT han
puesto de manifiesto que las tasas de
embriones que expresan el transgén esta
proxima al 90% y es posible obtener lecho-
nes transgénicos por transferencia de estos
embriones (Garcia-Vazquez et al., 2009).

Por otra parte, se han usado adenovirus de-
ficientes en la replicacion recombinante
para transferir ADN exégeno a células de
diferentes tejidos Un equipo de la Universi-
dad Autonoma de Barcelona (Farre et al.,
1999) ha utilizado esta técnica para introdu-
cir ADN exégeno a espermatozoides porci-
nos que utilizados en fecundacion in vitro e
inseminacién artificial dieron lugar a em-
briones y lechones transgénicos.

Células madre

Mediante el empleo de la inyecciéon pronucle-
ar es posible generar grandes animales trans-
génicos pero con esta tecnologia no es posible
realizar modificaciones genéticas dirigidas
(Gene targeting), lo que aportaria la ventaja
de poder elegir el locus que se desea modifi-
car y tener un buen control de la modulacién
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de ese locus. El uso de la tecnologia de las
células madre embrionarias (Embryonic stem
cells ES) permite hacer modificaciones genéti-
cas dirigidas (Gene targeting).

Las células madre (o stem cells) son células
que tienen la habilidad de dividirse y dife-
renciarse en varios tipos de células o tejidos.
Existen diferentes tipos de células madre:
las células madre embrionarias (CME), indu-
cidas (CMI) o adultas (CMA). Las CME y CMI
tienen la caracteristica de ser pluripotentes,
es decir, pueden derivar a cualquier tipo
celular. Sin embargo las CMA son multipo-
tentes, lo que significa que Unicamente
puede dar lugar a células de su propia linea
germinal (ej.: las células hematopoyéticas).

Las CME se aislan de la masa celular interna
(ICM) de los blastocistos y tienen la capaci-
dad para formar quimeras y contribuir a la
formacion de la linea germinal (Capecchi,
2005). Tras la obtencién se procede al culti-
vo in vitro de estas células madre embriona-
rias y finalmente se transfieren con la ayuda
de un micromanipulador al interior de un
blastocisto receptor, para dar lugar final-
mente a animales quiméricos, es decir célu-
las originarias de 2 zigotos, que tras la
fecundacion se combinan formando uno
solo, por lo tanto el nuevo animal posee dos
tipos de células diferentes, cada una con
distinta constitucion genética.

Las células embrionarias se han desarrollado
en ratones desde la década de los ochenta
(Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981) y mas
recientemente en ratas (Li et al., 2008),
perros (Hatoya et al., 2006) y gatos (Yu et al,,
2008). En la especie porcina en la década de
los noventa aparecieron las primeras refe-
rencias de la derivacion de células similares a
las embrionarias (ESC-like cells) (Notariani et
al., 1990; Piedrahita et al., 1990), pero esas
células como otras derivadas de embriones
bovinos, caprinos o/y ovinos no cumplen
todos los criterios que definen a las verdade-

ras células embrionarias (Ezashi et al., 2009)
y a pesar de multiples esfuerzos, no ha sido
posible todavia conseguir estas células em-
brionarias en estas especies domésticas (revi-
sado por Muioz et al., 2009). Por lo que al-
gunas de las alternativas que se barajan en
los animales de granja son el uso de células
germinales embrionarias, células madre
espermatogonicas o células madre germina-
les multipotentes.

Recientemente se ha descrito la generacion
de células madres pluripotentes inducidas
(ipSC) porcinas a partir de células somaticas
(Ezashi et al., 2009; Esteban et al., 2009).
Estas células presentan caracteristicas simi-
lares a las células madres embrionarias y
pueden ser una pieza fundamental para el
desarrollo biotecnoldgico en los préximos
tiempos (Roberts et al., 2009).

Transferencia nuclear

Como alternativa a la microinyeccion se
encuentra la técnica de transferencia nucle-
ar de una célula somatica a un ovocito enu-
cleado que se le conoce por el término de
clonacién y que ha tenido un gran desarro-
llo desde la generacién de la oveja Dolly
(Willmut et al., 1997). El avance de esta tec-
nologia ha permitido un gran impulso en la
generacion de cerdos transgénicos (revisado
por Lai y Prather, 2003). Los primeros cerdos
clonados fueron descritos por Polejaeva et
al. (2000) y rapidamente esta tecnologia fue
aplicada para generar los primeros cerdos
transgénicos que expresaban el marcador
GFP (Park et al., 2001) y posteriormente los
primeros cerdos knock-out (Lai et al., 2002).

Para llevar a cabo esta técnica, primeramen-
te se aislan células somaticas (habitualmen-
te fibroblastos fetales porcinos) que son
sometidas a un proceso de transformacién,
de modo que se puede incluir nuevo mate-
rial genético o anular la expresion de algun
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gen. Este proceso de transformaciéon es
complejo y poco eficiente; comienza con la
obtencion de fibroblastos procedentes de
fetos porcinos de unos 30-35 dias de edad
como células donantes del ntcleo (revisado
por Yanagimachi, 2002). Estas células fetales
son sometidas a diversos procesos de trans-
feccion como la electroporacién o la trans-
feccidon mediada por lipidos, para conseguir
la recombinacién homoéloga. En la mayoria
de los casos la recombinacion se produce al
azar con integraciones no homoélogas. Pos-
teriormente se selecciona la poblacion de
células que se han transfectado adecuada-
mente para finalmente transferir el nucleo
de estas células a un ovocito enucleado
mediante la ayuda de un micromanipulador
e inducir pulsos eléctricos para el inicio del
desarrollo embrionario (Kragh et al., 2004).

Las utilidades de la clonacién son enormes,
desde la clonacién de animales en peligro de
extincién hasta la generaciaén de animales
transgénicos. Esta tecnologia es fundamen-
tal en el disefio de animales knock out como
los que se han empleado para la produccion
de cerdos destinados al xenotrasplante
donde se anula la expresién de la enzima o-
1,3-galactosil transferasa (Lai et al., 2002;
Kolber-Simonds et al., 2004) que reduce el
rechazo hiper agudo, o para producir cerdos
transgénicos como modelos de la enferme-
dad de la fibrosis quistica (Roger et al., 2008).

A pesar de la utilidad de esta técnica, la efi-
ciencia es sensiblemente baja con valores
entre el 1-2% de los ovocitos empleados
(revisado por Yanagimachi, 2002; Lai y Pra-
ther, 2003). Los problemas estan asociados
principalmente a fallos en la reprograma-
ciéon del nucleo transferido, gran mortalidad
perinatal y a ciertas anomalias anatémicas y
fisiologicas (Ej.: rapido envejecimiento por
acortamiento de los telémeros).

Conclusiones y perspectivas de futuro

En los 25 afos transcurridos desde la gene-
racion de los primeros cerdos transgénicos
hasta nuestros dias, se ha producido un
gran avance en las técnicas y métodos. Sin
embargo, este campo de la ciencia aun se
encuentra en una fase inicial de desarrollo.
Probablemente se vera potenciado en el
futuro préximo por la demanda de nuevos
modelos que permitan estudiar enfermeda-
des humanas. Es de esperar que para ello se
haga uso principalmente de la técnica de
transferencia nuclear por las grandes venta-
jas que aporta en la generacién de animales
knock-out (Tabla 2). Pero igualmente se
potenciara el uso de lentivirus para aprove-
char su alto grado de eficiencia, o el uso de
los espermatozoides como vectores, una vez
que puedan ser resueltos los problemas de
repetitividad que ahora adolece. Por otra
parte, si se consigue desarrollar el aislamien-
to y mantenimiento de las células madre
embrionarias ayudara a desarrollar nuevos
modelos transgénicos. En ultimo término, la
inyeccion pronuclear seguira disponible
para resolver algunos modelos aun cuando
su eficiencia sea reducida.
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Resumen

Los animales transgénicos han supuesto un gran avance en el campo de la ciencia y de la salud. Los
avances tecnoldgicos en este campo han permitido desarrollar una amplia variedad de cerdos trans-
génicos con diversos objetivos y aplicaciones. En este documento hemos descrito y analizado las diver-
sas aplicaciones que los cerdos transgénicos han tenido y tienen en el &mbito biomédico y en el agro-
pecuario. Entre estas aplicaciones en el campo de la salud destacamos los modelos de enfermedad
humana, la generacién de productos biofarmaceuticos y el transplante de 6érganos de cerdos modifi-
cados a humanos (xenotransplante). Por otra parte, la resistencia a las enfermedades, la mejora de los
indices productivos y la reduccién del efecto contaminante de la actividad ganadera son las principa-
les aplicaciones de los cerdos transgénicos en produccién animal. El uso de cerdos transgenicos esté
mas desarrollado en el campo de la biomedicina que en el agropecuario, fundamentalmente por las
limitaciones que existen actualmente en el consumo de productos alimentarios derivados de los orga-
nismos modificados genéticamente (OMG's).

Palabras clave: salud, modelos enfermedad, biofarmacos, xenotransplantes, mejora productiva, con-
taminacioén.

Summary
Applications of transgenic pigs in biomedicine and animal production

Transgenic animals have been a great improvement for science and health. The lastest technological
developments have lead to the generation of a broad variety of transgenic pigs with diverse aims and
applications. In this manuscript, we describe and analyze the usage and applications of the transgenic
pigs in biomedicine and agriculture. The applications of transgenic pigs in biomedicine included
models for human diseases, production of bio-pharmacological substances and xenotransplantation.
The agriculture applications of transgenic pigs are disease resistance, increases in the production and
quality of animal products and pollution reduction. The use of transgenic pigs is higher in biomedici-
ne than in agriculture. This is due to the severe restriction of consumption of food products derived
from genetic modified organisms (GMO's).

Key words: health, disease model, bio-pharmacology, food products, xenotransplantation, pollution.
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Introduccion

Desde los primeros estudios de la década de
los 80 que describian la produccién de cerdos
transgénicos mediante inyeccién pronuclear
que expresaban la hormona de crecimiento
(Pursel et al., 1989) hasta nuestros dias, se ha
producido un gran avance tecnolégico que
ha permitido disefar porcinos transgénicos
con diferentes aplicaciones. A continuacion
pretendemos describir las aplicaciones mas
importantes de estos animales en el ambito
de la produccién animal y de la biomedicina,
asi como avanzar las lineas de investigacién
en las que se esta trabajando y que podran
hacerse realidad en un futuro préximo.

Aplicaciones en el &mbito biomédico

El desarrollo de los animales transgénicos en
general con aplicacion en el ambito biomé-
dico ha tenido una amplia difusién en la
Gltimas dos décadas y las previsiones son qué
la utilizacion de modelos transgénicos sera
aun mayor en los préximos anos (Luney, 2007;
Matsunari & Nagashiga, 2009).

Este progreso estad basado, por una parte,
en el avance tecnoldgico en los campos de
la biologia molecular y de la reproduccién
asistida, que posibilita hacer nuevas modifi-
caciones genéticas en las células somaticas y
clonarlas mediante transferencia nuclear.
Por otra parte, existe una demanda crecien-
te de modelos animales de enfermedad y la
generacién de los animales transgénicos
pueden tener un gran incentivo cientifico y
econdmico, su uso no presenta objeciones
éticas infranqueables y estd bien aceptado
por la sociedad ya que se tiene en conside-
racion que estos animales van a tener una
aplicaciéon directa sobre la salud humana.

El ratén es el animal de laboratorio emplea-
do con mayor frecuencia en la investigaciéon
biomédica (Grindon & Bhogal, 2005). Este
animal presenta diversas particularidades

que hacen de él que sea el modelo de elec-
cion. Entre las que se incluye su pequeio
tamano, facil manejo, reducido coste de
adquisicion y mantenimiento, intervalo en-
tre generaciones corto, posibilidad de obte-
ner ratones transgénicos con relativa facili-
dad técnica, etc. Sin embargo, en muchos
casos es necesario finalizar los procesos de
investigacion con animales mayores que
confirmen los resultados previos obtenidos
con roedores en los estudios de la patoge-
nia de las enfermedades o para evaluar
nuevas estrategias terapéuticas (Laible,
2009). Entre las alternativas posibles, la es-
pecie porcina se presenta como un buen
modelo para el estudio de la fisiologia hu-
mana. En algunas ocasiones no es posible el
uso de los pequefios roedores ya que estos
tienen un tamano reducido para medir los
pequefios cambios que se producen en los
parametros fisioldgicos. Igualmente, el cer-
do es un buen modelo experimental para
ciertas enfermedades humanas debido a
gue su sistema cardiovascular, digestivo e
inmune o su piel son anatémica y fisiol6gi-
camente mas similares al humano que los
roedores u otros modelos de animales ma-
yores (Niemann et al., 2009).

En el dmbito de biomédico, el modelo porcino
esta siendo utilizado para completar estudios
realizados en fases anteriores con modelos de
roedor o bien cuando el roedor no satisface
los requisitos de los experimentos. Los cerdos
transgénicos se han disefiado y utilizado para
a) estudiar algunos aspectos importantes de
determinadas enfermedades humanas, b)
producir biofarmacos en la leche o en otros
fluidos corporales y c) la producciéon de 6rga-
nos porcinos que pudieran ser transplantados
a los humanos (xenotrasplantes).

Cerdos transgénicos como modelo
de enfermedad humana

En términos generales, el mayor uso de los
organismos modificados genéticamente es
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el estudio y conocimiento sobre la funciény
regulacion de los genes para su posterior
aplicacién en la prevenciéon y tratamiento
de las enfermedades humanas (Matsunari &
Nagashiga, 2009).

Entre el uso de los cerdos transgénicos co-
mo biomodelos de enfermedad humana
(Tabla 1) destacan los trabajos para generar
un tipo porcino de la retinitis pigmentosa
(Petters et al., 1997). Estos cerdos expresan
un gen mutado de la rodopsina (Pro347Leu)
y al igual que en los humanos se produce
una pérdida temprana de la mayor parte de
los fotorreceptores de tipo baston de la reti-
na lo que se traduce en una falta de visién
en la oscuridad. Ademas, con el paso del
tiempo los conos también degeneran y
reducen la sefal electrorretinografica como
ocurre en la enfermedad humana. El gran
parecido fenotipico entre la enfermedad
porcina y humana ha permitido su uso para
estudiar las diversas fases de la enfermedad
(Tso et al., 1997; Li et al., 1998) y como mo-
delo experimental para ensayar nuevas te-
rapias (Shaw et al., 2001).

Otro ejemplo interesante es el modelo des-
crito recientemente para estudiar ciertas
alteraciones del sistema cardiovascular. Me-
diante la técnica de transferencia nuclear
(clonacién) se han producido cerdos mini-
pig que sobre-expresan la enzima oxido
nitrico sintetasa en las células endoteliales
(Hao et al., 2006). La funcién y estructura
vascular y los procesos de hemostasia, asi
como la modulacién del metabolismo del
musculo esquelético y cardiaco esta regula-
da en parte por la liberacién de oxido nitri-
co mediada por la sintetasa de oxido nitrico
de las células endoteliales. Por tanto este
modelo puede ser importante para com-
prender la funciéon de esta enzima en la
regulacion del metabolismo muscular y el
sistema cardiorrespiratorio.

También cabe destacar los modelos porcinos
de la diabetes mellitus que han sido recien-

temente descritos (Umeyama et al., 2008),
por la importancia que esta enfermedad
tiene en nuestra sociedad. Mediante el uso
combinado de técnicas de ICSl y de esperma-
tozoides como vectores de la transgénesis se
producen fibroblastos fetales que posterior-
mente son clonados para producir animales
transgénicos. Los animales expresan una fac-
tor nuclear 1 alfa del hepatocito (HNF-1alpha)
mutado y presentan la hiperglucemia carac-
teristica de la diabetes mellitus.

Por otra parte, en el afio 2008, Rogers et al.
crearon cerdos transgénicos que sufrian
fibrosis quistica. Esta es una enfermedad
hereditaria autosémica recesiva y que se
produce por la mutacién en el gen que codi-
fica el regulador de la conductancia de
transmembrana (CFTR) de los canales de
aniones. En esta enfermedad se alteran
diversos érganos del enfermo como son el
pancreas, higado, intestino, pulmoén, etc.
pero realmente es la funcion respiratoria la
mas afectada. Estos cerdos han sido produ-
cidos por técnicas de transferencia nuclear
donde se han utilizado células somaticas
modificadas en las que se ha anulado el gen
CFTR. Este modelo es realmente equivalente
a la enfermedad humana y podra permitir
avanzar en el estudio de la misma. Como
hemos comentado anteriormente el ratén
es la especie comunmente mas usada para
el estudio de enfermedades humanas. Aun-
que este modelo es satisfactorio en la gran
mayoria de los casos, no siempre es el ani-
mal de eleccion. Este es el caso de la fibrosis
quistica donde los ratones transgénicos pro-
ducidos no presentaban los sintomas pul-
monares ni pancreaticos.

Actualmente se estdn disefiando nuevos
porcinos transgénicos para estudiar enfer-
medades humanas muy importantes como
son la atrofia muscular espinal (Lorson et al.,
2008) o diversas enfermedades neurodege-
nerativas (Lind et al., 2007). Entre ellos des-
tacamos los modelos porcinos de la enfer-
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Tabla 1. Algunos ejemplos de cerdos transgénicos producidos como modelos de enfermedad humana

Table 1. Approaches to generated transgenic pig as models for human diseases

Referencia
Peters et al., 1997

Metodologia

Caracteristicas

Biomodelos

Microinyeccion pronuclear

Gen mutado de la rodopsina

(Pro347Leu)

Retinitis pigmentosa

Hao et al., 2006

Transferencia nuclear

Sobre-expresion de la enzima oxido

Cardiovascular

nitrico sintetasa en las células endoteliales

Gen mutado del regulador de la

Roger et al., 2008

Transferencia nuclear

Fibrosis quistica

conductancia de transmembrana

Umeyama et al., 2008

SMGT-ICSI y posterior clonacién

de fibroblastos fetales

Mutationes en el factor nuclear 1 alfa

del hepatocito (HNF-1alpha)

Diabetes mellitus

Kragh et al., 2009

Transferencia nuclear

Mutacion sueca (transgen APP695sw)

Alzheimer

medad de Alzheimer que recientemente
han sido descritos (Kragh et al., 2009).

En los proximos aflos esperamos poder apli-
car un gran numero de modelos porcinos
de enfermedad humana (Lunney, 2007),
como ahora estan disponibles para la
comunidad cientifica miles de cepas de
ratones transgénicos que sirven de objeto
de estudio para una gran multitud de pro-
cesos de enfermedad humana.

Produccion de bio-farmacos
y bio-moléculas

Tras la generacién de los primeros animales
transgénicos de granja (Hammer et al. 1985;
Brem et al., 1985), parecia razonable aplicar
esta tecnologia para producir animales
transgénicos capaces de secretar de protei-
nas de interés bioldgico en la leche, la san-
gre, u otros 6érganos y tejidos de los animales
transgénicos. En este sentido, la produccién
de proteinas y otras bio-moléculas con apli-
caciéon terapéutica ha tenido un gran des-
arrollo para su aplicacion en enfermedades
humanas (revisado por Keefer, 2004; Hou-
debine, 2009).

Esta tecnologia se ha aplicado con éxito en
los pequefios rumiantes, convirtiendo a
esto animales en grandes productores de
proteinas de alto valor en su leche, como si
fueran bio-reactores, con lo que se facilita
enormemente su obtencién y purificacion.
Actualmente estan en el mercado los pri-
meros productos bio-farmacéuticos des-
pués de un largo periodo de estudio y ensa-
yos clinicos. Entre ellos destacamos la
antitrombina recombinante humana pro-
ducida en cabras transgénicas (ATryn®, GTC
Biotherapeutics,USA) que ya esta autoriza-
day disponible en el mercado como antico-
agulante para el tratamiento de enfermos
con deficiencia hereditaria de la antitrombi-
na. Por otra parte, una proteina recombinan-
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Ila de cromatografia de intercambio i6nico
y podria servir como un componente princi-
pal del sustituto de la sangre humana.

Igualmente interesantes son las nuevas pro-
puestas para producir proteinas en otros
6rganos del animal productores de fluidos
que permiten una facil recuperacién del
material objeto de interés. En este sentido
son importantes las propuestas para produ-
cir proteinas en las vesiculas seminales, ya
que estas van a formar parte del plasma
seminal como se ha aplicado en el ratén
(Dyck et al., 1999) o bien la produccion de
proteinas recombinantes en la glandula
parétida y podran ser recogidos en la saliva
(Golovan et al., 2001; Yan et al., 2007).

Otra alternativa pudiera ser la utilizaciéon de
la vejiga urinaria o el rifdn como un bio-
reactor lo que permitiria la recogida de pro-
teinas recombinantes en la orina, como ya se
ha descrito en el ratéon (Kerr et al. 1998; Zhu
et al., 2003). Las ventajas que presenta este
modelo son la facilidad para la recoleccién
de la orina, la abundante cantidad de prote-
ina que puede obtenerse y que permite
recogerla durante toda la vida del animal.

En la mayoria de los casos se ha empleado la
técnica de inyeccidén pronuclear para generar
estos animales, pero recientemente se han
publicado los primeros avances en el uso de
la transferencia nuclear para generar anima-
les productores de eritropoyetina (Chon et
al., 2008) o del factor estimulante de la for-
macion de colonias de granulocitos y macro-
fagos humanos (hGM-CSF) (Park et al., 2008).

Xenotransplantes

En la actualidad, los avances en la medicina
han permitido que los trasplantes de érga-
nos sea una practica rutinaria y que sea el
tratamiento indicado para muchos cuadros
clinicos que antes no podian ser atendidos.
Sin embargo, la realidad demuestra que no

se dispone de los 6érganos humanos sufi-
cientes para cubrir las necesidades crecien-
tes de los mismos (Deschamps et al., 2005).
Por tanto las listas de espera son cada vez
mayores y muchos pacientes mueren antes
de que el 6rgano adecuado sea encontrado.
Por ello se buscan diversas alternativas
entre las que se encuentra la posibilidad de
utilizar 6rganos de animales, los llamados
xenotrasplantes.

En esta situacion, el cerdo se ha convertido
en uno de los mejores candidatos para el
xenotransplante debido a su eficiencia re-
productiva, a un aceptable intervalo entre
generaciones, a que permite mantenerlo en
condiciones sanitarias estrictas y a que pre-
senta una relativa similitud anatémica y fisio-
l6gica con el humano (lbrahim et al., 2006).
Teniendo en consideracidon que el xenotras-
plante podria ofrecer una solucién transito-
ria, permitiendo al paciente sobrevivir hasta
que un organo humano esté disponible.
Aunque los avances en los ultimos afios han
sido muy importantes en este campo, son
diversos y complejos los problemas que aun
no estdn resueltos como son el rechazo
hiper-agudo de los érganos transplantados,
la posibilidad de transmisiéon de enfermeda-
des latentes a receptores de los érganos
como los retrovirus enddgenos porcinos
(PERV) y auin esta por abordar la solucién al
rechazo crénico (Niemman et al., 2009).

El primer problema a resolver en este com-
plejo trabajo del xenotransplante es el del
rechazo hiperagundo, ya que todos los ma-
miferos, excepto los humanos y los monos
del viejo mundo, expresan en la superficie
de las células una glicoproteina con un radi-
cal gal a(1-3) gal, de tal manera que estos
individuos presentan de forma natural anti-
cuerpos frente a este antigeno que se le
denomina anticuerpo xenoreactivo natural
(Xna). Cuando se realiza un transplante de
un érgano de un cerdo (higado, rifién, etc.)
a un primate superior (como indicador de lo
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que ocurriria en el hombre) se produce una
rapida reaccion hiper-aguda de rechazo al
injerto. Este proceso de rechazo se caracte-
riza por una trombosis intravascular, pérdi-
da de la integridad del endotelio que per-
mite la extravasacién de los componentes
sanguineos y finalmente el érgano trans-
plantado pierde su funcionalidad. Este pro-
ceso esta mediado por la activacion del
complemento por complejos antigeno-anti-
cuerpo. La activacion del complemento es el
componente principal de la patogénesis del
rechazo hiper agudo, que funciona como
un sistema de enzimas que se activan en
cascada y controladas por una serie de pro-
teinas reguladoras (denominadas Decay
Aceleration Factor DAF, CD 46, CD 59).

Las estrategias para evitar el rechazo hiper-
agudo son, por una parte, evitar la expre-
sion de los antigenos (radical gal a(1-3) gal)
en el 6rgano del donante y por otra parte,
reducir la activacion del complemento en el
receptor con las proteinas reguladoras (Pe-
tersen et al., 2009).

Se ha descrito el papel que desarrollan di-
versas proteinas inhibidoras del proceso de
activaciéon del complemento (DAF, CD 46, CD
59) en el rechazo hiper-agudo. En conse-
cuencia, se han generado diversos modelos
porcinos que expresan estas proteinas regu-
ladoras y que ha permitido aumentar nota-
blemente la viabilidad del xenotransplante.
El primer cerdo transgénico que expresaba
DAF (Langford et al., 1994) fue un gran avan-
ce, pero relamente el salto cualitativo, se ha
conseguido al producir cerdos knock-out que
no presentan el gen que codifica la enzima
a1,3 galactosiltransferasa, de manera que no
se forma el radical gal a(1-3) gal (Lai et al.,
2002; Phelps et al., 2003; Kolber-Simons et al,
2004), y también se ha combinado con la
introduccion del gen de otra transferasa de
manera que disminuye el niumero de resi-
duos antigénicos (Sharma et al., 1996).

Posteriormente se han transferido 6rganos
procedentes de cerdos knock-out y se ha
conseguido mantener la viabilidad de un
primate transplantado de corazén hasta 6
meses (Kuwaki et al. 2005) y mas de tres
meses la funcionalidad de un rifién trans-
plantado (Yamada et al. 2005). Estos experi-
mentos ponen de manifiesto los avances
realizados en el control del rechazo hiper-
agudo, pero sin duda quedan muchos pro-
blemas por solucionar antes de su posible
aplicacion clinica (Ekser y Cooper, 2008).

Debido a la complejidad del proceso de re-
chazo, es necesario disefiar nuevos modelos
poli-transgénicos que permitan solventar to-
dos los mecanismos de rechazo (Matsunari &
Nagashiga, 2009). Estos nuevos modelos pue-
den generarse a partir de cruzamientos de los
animales de las lineas transgénicas ahora exis-
tentes y en combinacion con la aplicacion de
las técnicas de transgénesis (microinyeccion,
virus, espermatazoides como vector y transfe-
rencia nuclear) (Nottle et al., 2007).

Otros ejemplos interesantes en este campo
pueden ser el desarrollado en la produccion
de cerdos que puedan donar islotes pancre-
aticos a pacientes humanos que sufren dia-
betes (Hering y Walawalkar, 2009) o el uso
de cartilagos procedentes de cerdos trans-
génicos que puedan tener aplicacion en la
cirugia de las articulaciones (Costa et al.,
2008). En la actualidad los estudios se en-
cuentran en fase preclinica y en breve co-
menzara la fase clinica.

Aplicaciones en el &mbito de
la produccion animal

La transgénesis es una herramienta aplicable
a la mejora de la producciéon animal como
hasta ahora lo han sido los sistemas de selec-
cion genética convencional (revisado por
Laible, 2009). A diferencia de lo que comen-
tdbamos previamente en relacién al futuro
prometedor de los cerdos transgénicos en el
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ambito biomédico, en el ambito de la pro-
duccién animal, los progresos técnicos en la
transgénesis han permitido desarrollar estu-
dios experimentales con éxito, pero se han
quedado en el campo de la investigacién y
siguen estando lejos de las aplicaciones
comerciales (Niieman et al., 2009) (Tabla 3).

En este sentido, actualmente se presenta un
problema grave relacionado con la falta de
aceptacion de la sociedad de los productos
alimenticios modificados genéticamente, que
son considerados o percibidos por el consu-
midor como dafinos o peligrosos (Varzacas
et al., 2007). Por otra parte, la autorizacion
para comercializar productos derivados de
estos animales transgénicos, supone que de
acuerdo a la legislacién vigente los produc-
tos derivados de estos animales deben ser
sometidos un complejo, largo y costoso siste-
ma de evaluacion de la seguridad alimenta-
ria. En consecuencia, muy pocas empresas
pueden tener la capacidad de soportar los
costes y el tiempo que conlleva la aprobacion
por las autoridades sanitarias de los permisos
para comercializar los productos, cuando el
beneficio esperado no es elevado.

Pasaremos a continuacion a describir las ex-
periencias mas interesantes en la aplicacion
de esta tecnologia a los sistemas agropecua-
rios, que se pueden agrupar en tres grandes
areas; las mejoras en la sanidad y bienestar
animal, la mejora de los productos de origen
animal y finalmente reducir el impacto me-
dioambiental de la actividad ganadera.

Resistencia a enfermedades

En la produccién animal las enfermedades
de la ganaderia suponen un gran problema
por las cuantiosas pérdidas econémicas que
generan de forma directa y las restricciones
que los problemas sanitarios suponen en los
intercambios comerciales de animales y pro-
ductos. En este sentido, se ha estimado que
los procesos infecto-contagiosos en las gran-

jas suponen unos costes que varian entre un
17% a produccion total en los paises des-
arrollados y hasta un 50% en los paises en
via de desarrollo (Whitelaw y Sang, 2005).
Por tanto, la lucha contra las enfermedades
aparece como un importante objetivo a con-
seguir con el uso de los animales transgéni-
cos que fueran resistentes a las enfermeda-
des comunes o mas peligrosas.

La cria de animales resistentes a determina-
das enfermedades podria significar un gran
avance en la produccién animal al reducir el
uso de medicamentos y particularmente de
antibioticos en algunos casos, mejorar las
condiciones de bienestar animal, mejorar
las tasas productivas y reproductivas y redu-
cir la frecuencia de transmision de enferme-
dades animales a humanos (zoonosis) (Mu-
ller y Brem, 1998).

Son de destacar las estrategias disefiadas en
ratones por una parte para eliminar los
genes relacionados con la susceptibilidad a
la enfermedad, y por otra introduciendo
nuevos genes que desarrollan resistencia.
Utilizando las encefalopatias espongifor-
mes como ejemplo, por una parte se podria
eliminar la susceptibilidad mediante la eli-
minacion del gen PrP por lo que los ratones
pierden la susceptibilidad a los priones cau-
santes de las encefalopatias espongiformes
(Weissmann et al., 1996). Mientras que para
desarrollar resistencia a la enfermedad, la
opcidn seria transferir genes que codifican
anticuerpos capaces de neutralizar la activi-
dad proteica PrP (Heppner et al. 2001) por
lo que la prevencién de esta enfermedad se
puede conseguir mediante inmunidad pasi-
va en estos animales transgénicos.

Un ejemplo especifico de la transgénesis
porcina aplicada a la resistencia de enfer-
medades es la produccién de cerdos resis-
tentes al virus de la influenza. Para ello se
ha utilizado el gen MX1 del ratén que con-
fiere resistencia al virus de la gripe que se
ha introducido en cerdos transgénicos. Sin



J. Gadea y FA. Garcia-Vazquez ITEA (2010), Vol. 106 (1), 30-45

38

900Z "[e 13 Ie]
¥00¢ "|e 12 1y3es
L00Z “[e 18 ueAoj0D

002 A 6661 “|e 13 [95ind
8661 “|e 12 )3|g
7661 “|e 19 |95ind

7661 "|e 19 J49|ININ
1661 “|e 19 0]

6861 |19 [9sind

Jeapnu epuaJagsuel|
Jeapnuoud uoiIBAUIoDIN
Jeadpnuoud uodaAulonIN

Jeapnuoud uoiIBAUIoDIN
Jeapnuoud uodaAulonIN
Jeadpnuoud uoPd3AUIoNIN

Jeapnuoud uodaAulonIN
Jeadpnuoud uodaAuloNIN

Jedpnuoud uoPd3AUIoNIN

sueba|a si3ipgeyiouaed ap
9)uspad0.d eseiniesap ewizug

sedeuldsa se| ap
91uapado.d eseuniesap ewizuj

eselly

(1-491Y)1
J0312B4 Yyimoub ayj1-uljnsu|

eUINOQ eulwng|eolde|-e
ojjod ap 3D

uoleJ 9p X[\ eula1old
uolel ap yb|

(HD-9)
OlualWlidaJId |[9p PUOWIOH

sopeJnjesul soselb
sopide ap afejuadiod Jeyuawaidu|

sopeuniesul soseib
sopide ap afeyuadiod Jeyuswaidu|

UOIDBUIWEIUO) JIDNP3AJ ‘SO}RSO4 SO|
ap ojudjweydanoide |9 Jejuswny

oJbew ap afeuadiod Jejuswny
9YD3| Ud BSO1Ie| Bp pepIIued JeIuUdWaIdU|
Je|ndsnuw o]|0JJesap 193310Ae4

eujpiod ezuanjjul
© 91UdJ4 BIDUSISISAI JejusWNY

Sopepawliajua e edualsisal Jejuswny

OjualwidaJd 9p |dIpU] |9 Jejusawaidu|

CIRVESETEN

e|bojopol1aN

sedlisiIadeIR)

oandlqo

uoipnpoud jeinyndribe oy sbid sjuabsueu) paressauab oy saydeouddy € ajqe;
[ewiue uodNposd ud ugpedijde uod sodjuabsuely sopad ap sojdwala sounb|y "€ ejqel



J. Gadea y FA. Garcia-Vazquez ITEA (2010), Vol. 106 (1), 30-45 39

embargo, estos animales no son resistentes
a la gripe debido a que no se ha conseguido
un adecuado control de la expresion de este
gen Mx1 (Muller et al., 1992).

Por otra parte, para proteger al animal frente
a determinadas enfermedades se puede
inducir la produccion de anticuerpos especifi-
cos frente a las mismas, sin que haya existido
contacto previo con el antigeno. También se
puede dirigir la produccién de anticuerpos
en los linfocitos que los liberan al torrente
sanguineo, proporcionando proteccion fren-
te a enfermedades sistémicas. O bien, puede
dirigirse a la produccién de anticuerpos en la
glandula mamaria, de manera que estos anti-
cuerpos pasarian a los lactantes en el calostro
y la leche. En el ganado porcino se han descri-
to experiencias interesantes en este sentido.
Asi, se han generado cerdos que producen
inmunoglobulinas tipo-A con el objetivo de
mejorar la resistencia frente a las infecciones
(Lo et al. 1991). Por otra, Weidle et al. (1991)
describen la produccion de porcinos que pre-
sentan en el suero titulos elevados de anti-
cuerpos monoclonales de ratén, lo que po-
dria servir para proteger a los animales de
enfermedades especificas. Posteriormente,
un equipo espainol ha trabajado en la produc-
cion de anticuerpos monoclonales en leche
frente a coronavirus intestinales como el virus
de la gastroenteritis transmisible porcina
(Castilla et al., 1998; Sola et al., 1998).

Estas posibilidades abren un nuevo horizon-
te en la sanidad animal, sin embargo el des-
arrollo de esta tecnologia en los animales
de granja esta aun en una fase muy inicial y
lejos de una aplicaciéon a gran escala.

Mejoras en el crecimiento y
la composicion de la canal

Los primeros trabajos de transgénesis en
ratén en los que se expresaba la hormona
del crecimiento fueron muy alentadores. En

estos estudios se inyectaba a embriones de
raton el gen que codifica la hormona del
crecimiento de la rata, de manera que los
ratones transgénicos obtenidos tenian un
desarrollo corporal entre 2 y 4 veces mayor
que el de un ratén normal (Palmiter et al.,
1982). Estos estudios en ratéon alentaron a la
comunidad cientifica a aplicar esta tecnolo-
gia para mejorar los indices de crecimiento
corporal en diferentes especies domesticas,
incluida la porcina.

Los primeros resultados importantes se con-
siguieron al producir cerdos que expresaban
la hormona del crecimiento bovina (Pursel
et al., 1989). Los animales producidos mejo-
raban el indice de crecimiento (10-15%
mayor ganancia media diaria) y indice de
conversion del alimento (16-18% de aumen-
to) y una reduccién del porcentaje de grasa.
Pero desafortunadamente, estos animales
que expresaban la hormona del crecimiento
mostraron determinados problemas de sa-
lud, tales como cojeras, ulceras peptidicas,
letargias y alteraciones reproductivas (Pur-
sel et al. 1989). Estos problemas de salud
estan asociados a fallos en el control de la
expresion del transgén (Cifone et al., 2002).

Otra experiencia interesante fue el uso de el
gen c-ski para estimular el desarrollo mus-
cular (Pursel et al., 1992; Pursel y Rexroad,
1993), que induciria un hipertrofia muscu-
lar. Sin embargo, los resultados iniciales fue-
ron muy dispares en los diversos animales
generados, algunos de los cuales presenta-
ban alteraciones musculares. Esta tecnolo-
gia ha sido patentada posteriormente (US
Patent 6218596).

Para terminar comentaremos que en los
Ultimos afos se han diseflado algunos cer-
dos con el objetivo de modificar las caracte-
risticas de la canal. En este sentido, Pursel et
al. (1999 y 2004) consiguen un cerdo trans-
génico que expresa Insulin-like Growth Fac-
tor |y presenta porcentajes de grasa reduci-
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dos y un mayor componente magro siendo
éste el producto de mayor interés comer-
cial. Por otra parte, otra aplicacién ha sido
la de modificar la calidad de la carne para
mejorar la calidad de la dieta de los consu-
midores. El objetivo principal es reducir el
porcentaje de grasas saturadas y aumentar
la cantidad de acidos grasos insaturados
(como los omega-3 que se encuentra en
grandes cantidades en los pescados). Para
ello se han utilizado genes que codifican la
enzima denaturasa procendentes de las
espinacas (Saeki et al., 2004) o bien de Cae-
norhabditis elegans (Lai et al., 2006).

El desarrollo de esta tecnologia y la comer-
cializacién de los productos derivados de
estos animales se ha detenido radicalmente,
debido fundamentalmente a que los consu-
midores no aceptan el consumo de este tipo
de alimentos.

Mejora en la produccién de leche

La mejora del crecimiento y supervivencia
de los animales de granja en sus fases inicia-
les puede conseguirse a través de la modifi-
cacién de las caracteristicas de la leche. Esto
requiere la produccion de animales transgé-
nicos que produzcan leche: 1) en mayor can-
tidad, 2) con un alto contenido de nutrien-
tes, 3) y/o que contenga proteinas con un
efecto beneficioso.

En algunas especies de produccién como la
cabra y oveja, los nutrientes que la madre
aporta a sus crias no estan limitados, sin
embargo, la produccién de leche en las cer-
das limita el crecimiento de los lechones y
por lo tanto la produccién porcina. Se han
creado cerdos transgénicos que contienen el
gen bovino x-Lactoalbimina (x-LA), me-
diante el cual se mejora la produccién vy
composicion de la leche en las cerdas, incre-
mentando hasta un 50% de la concentra-
cion total de esta proteina (Bleck et al.
1998). La expresion de este transgén lleva

asociado un incremento en la produccién de
leche y en consecuencia un aumento en el
indice de crecimiento y de las tasas de super-
vivencia de los lechones (Noble et al. 2002).

Reducciéon del efecto contaminante
de los purines

La industria porcina es reconocida como una
fuente de contaminacion de los suelos, por
los altos contenidos en fosforo y el nitrége-
no que presentan los purines, los cuales si no
son bien gestionados contaminan el suelo y
el agua. Una solucién bastante atractiva a
este problema es la generacién de cerdos
que expresan la enzima fitasa en sus glandu-
las salivares (Golovan et al., 2001). Estos ani-
males son capaces por tanto de aprovechar
el fésforo que esta en el alimento en forma
de fitato, con el consiguiente ahorro en la
formulacién de los pienso. Al mismo tiempo
al reducir el nivel del fésforo en las heces
(entre un 30 y un 70%) se reduce el gran
poder contaminante de suelos y aguas sub-
terraneas. Este cerdo desarrollado en la Uni-
versidad de Guelph (Canada) a partir de una
linea de Yorkside se ha conocido comercial-
mente con el nombre de Enviro-pig. En la
actualidad se encuentra a la espera de auto-
rizaciéon para su uso en el consumo humano,
que implica un profundo estudio de los
potenciales efectos perjudiciales del consu-
mo de estos animales modificados.

Conclusiones y perspectivas de futuro

Como podemos comprobar las aplicaciones
de los cerdos transgénicos son muy variadas
tanto en el campo biosanitario como el de la
produccién animal y se desarrollaran en gran
medida en las préximas décadas una vez que
los avances tecnoldgicos en esta area permi-
tan aumentar la eficiencia de los procesos y
se mejoren las metodologias empleadas.
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A la luz de la informacion ahora disponible
las aplicaciones en el &mbito biomédico son
las que mas se van a desarrollar en un futuro
proximo y en concreto la generacion de ani-
males que sirvan de modelos de enfermedad
tienen mayor campo de desarrollo, funda-
mentalmente porque el balance entre riesgo
beneficio es claramente favorable. Las aplica-
ciones en el campo de la produccién animal
estan severamente limitadas por las autori-
zaciones que se necesitan para asegurar la
seguridad alimentaria de estos productos.
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Resumen

Se obtuvo informacién sobre los efectos de la citoquinina 6-bencilaminopurina (BA) en diversos para-
metros fenométricos de petunia y se ponderé su valor agronémico para modificar la arquitectura de
la planta. En un experimento realizado en la Estacién Experimental Agropecuaria INTA San Pedro
(Lat.: 33°41°S Long.: 59° 41° W), provincia de Buenos Aires, Argentina, se compararon cuatro concen-
traciones de BA: 0, 5, 10 y 15 mg L'"; aplicadas por aspersion en tres momentos del ciclo: a aparicion
visible de primer pimpollo, a 7 dias y a 14 dias después de la aparicién visible de pimpollo.

A concentraciones crecientes de BA, hasta 15 mg. L'': disminuyeron la altura de las plantas, el peso
seco de raices y flores, y el niUmero de hojas; aumentaron el peso seco del conjunto hojas y tallos, el
largo promedio de las hojas, el area foliar individual y el indice de compacidad. No se detectaron efec-
tos de los tratamientos sobre el niUmero de ramas y de flores, la produccién total de materia seca, el
area foliar total de las plantas, el ancho promedio de las hojas ni el perimetro promedio de las hojas.

De los resultados obtenidos con la aplicacién de BA en petunia, puede asignarse el mayor valor agro-
némico a la produccion de plantas mas bajas y compactas, desafio primario para el productor de espe-
cies florales en maceta.

Palabras clave: arquitectura de planta, regulador de crecimiento, BA, Petunia x hybrida.

Summary
Plant architecture modification by cytokinin in Petunia

Data on the effects of the cytokinin 6-bencilaminopurine (BA) in various phenometric parameters of
petunia were registered and their agronomic value to modify plant architecture was examinated. In
an experiment conducted at the Estacion Experimental Agropecuaria INTA San Pedro (Lat. 33 °41 'S
Long.: 59 ° 41" W), province of Buenos Aires, Argentina, four concentrations of BA: 0, 5, 10 and 15 mg
L', applied by spraying three times in the cycle: a visible appearance of the first bud, at 7 days and 14
days after the onset of visible bud were compared.

At increasing concentrations of BA, up to 15 mg. L'": decreased plant height, dry weight of roots and
flowers, and the number of leaves; increased the dry weight of all leaves and stems, the average
length of leaves, individual leaf area and compactess index. We detected no effects of treatments on
the number of branches and flowers, the total dry matter production, total leaf area of plants, the
average width of the leaves and the average perimeter of the leaves.

From the results obtained with the application of BA in petunia, the highest agronomic value can be
allocated in the production of lower and compact plants; primary challenge for the producer of pot-
ted flowering species.

Key words: plant architecture, plant growth regulador, BA, Petunia x hybrida.
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Introduccion

Las petunias (Petunia x hybrida) son unas de
las plantas mas populares de la estacion cali-
da en el mundo dadas su versatilidad y varie-
dad. Debido al continuo mejoramiento a que
se ha sometido la especie desde la década de
1970, actualmente se dispone de una amplia
gama de colores, dos habitos de crecimiento
(erecto y colgante) y numerosos hibridos y
cultivares de flores simples y dobles (entre
400 y 500) (Kessler, 1998). Al igual que otras
especies de maceta, la petunia se ha conver-
tido en un desafio para el floricultor que
busca aumentar la calidad de su produccion
con ejemplares bajos y compactos.

Los reguladores de crecimiento actian mo-
dificando el crecimiento y desarrollo de las
plantas a través de su accién sobre vias y
pasos bioquimicos especificos, asi, algunos,
como las citoquininas, actiian como similes
hormonales, y por sus favorables caracteris-
ticas de baja toxicidad son candidatos apro-
piados para ser incorporados en sistemas de
manejo con reducido impacto ambiental
(Retamales, 2007).

Otros, en cambio, recomendados comercial-
mente para petunia: paclobutrazol, ancymi-
dol, daminozide y uniconazol (Latimer, 2001)
dejan residuos en el ambiente; particula-
mente, el inhibidor del acido giberélico pa-
clobutrazol que persiste en el suelo por lar-
gos periodos (Barrett, 2002).

Las citoquininas son un grupo de fitohor-
monas que juegan un rol muy importante
en el crecimiento y desarrollo de la planta,
resultando su actividad en la morfogénesis
y en el metabolismo muy dependiente de
factores ambientales (Hirose et al., 2008).

En diversas especies florales, se ha demos-
trado que las citoquininas favorecen todos
los procesos asociados al crecimiento y al
desarrollo, disminuyendo la pérdida de pig-
mentos fotosintéticos y proteinas al modifi-

car positivamente las actividades de las en-
zimas relacionadas con el estrés oxidativo
(Divo de Sesar, 2005).

Nishijima et al. (2006) encontraron una rela-
cion directa entre el contenido de 6-bencila-
minopurina (BA) y el tamafio de la corola de
petunia, y atribuyeron como efecto de la
fitohormona un incremento en el numero
de células.

Taverner et al. (1999) observaron que la apli-
cacién de citoquininas retrasaba la senescen-
cia de las flores de petunia, dependiendo la
respuesta del tipo y concentracion de cito-
quinina y del estado de desarrollo de la flor.

Los efectos de las citoquininas en el tamaio
de las hojas fueron investigados en distintas
especies (Kamisaka and Miyamoto, 1994) y
se ha demostrado que generalmente provo-
can un aumento del tamafio de la hoja debi-
do al alargamiento celular (Letham, 1969;
Tsui et al., 1980).

El objetivo del trabajo fue obtener informa-
cion sobre los efectos de la citoquinina BA
en diversos parametros fenométricos de
petunia y ponderar su valor agronémico
para modificar la arquitectura de la planta.

Materiales y métodos

El experimento se desarrollé en el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Estacion Experimental Agropecuaria San
Pedro, Provincia de Buenos Aires, Argentina
(33°4' S, 59°4’ 0O), durante la primavera de
2008. El cultivar de petunia utilizado fue
‘Ultra White' (Ball Seeds): tipo grandiflora,
flores blancas, simples, fragantes, grandes;
hojas pequefas; habito erecto. El trasplante
se realizé el 5 de noviembre de 2008 desde
bandejas con 240 plantulas, al estado de
dos hojas verdaderas, adquiridas en un vive-
ro comercial.
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Los tratamientos consistieron en cuatro con-
centraciones de BA (reactivo pro-analisis): 0,
5, 10y 15 mg L'; aplicadas por aspersion en
tres momentos del ciclo: 1) a aparicion visi-
ble de primer pimpollo, 2) a 7 dias de 1y 3)
a 14 dias de 1.

El cultivo se condujo en macetas de polietile-
no negro de 1 L de capacidad, 12 cm de altu-
ray 12 cm de didmetro, con sustrato comer-
cial compuesto por diferentes tipos de
turbas, humus de lombriz y perlita (Grow
Mix® Standard, Terrafertil S.A., Moreno, Ar-
gentina) (densidad aparente 0,083 kg m3;
porosidad 22,4%; retencién de agua 61,7 %).
Las macetas se dispusieron en un invernade-
ro sobre mesas de cultivo, a una densidad de
55 plantas m-2, con riego por goteo localiza-
do (un vastago por maceta, caudal horario
de 4 L). Semanalmente se aplicé fertilizaciéon
por riego con una solucion de NPK (1:0,
22:1,4) y micronutrientes. A lo largo del ciclo
del cultivo el pH se mantuvo en el rango 5,5
a 6,5 y la conductividad eléctrica entre 1,2y
2,2 dS n'. Tanto el riego como la fertilizacion
fueron similares para todas las plantas.

El disefio experimental fue de bloques com-
pletos al azar con 20 plantas por tratamien-
to y tres repeticiones. Sobre todas las plan-
tas de cada parcela se observé la fecha de
aparicion visible de primer pimpollo.

A las 6 semanas del transplante se registra-
ron las siguientes variables:

1) Generales, sobre 10 plantas de cada tra-
tamiento: altura de planta, niumero de
ramas y numero de flores.

2) Materia seca, sobre las mismas 10 plan-
tas de cada tratamiento: peso seco de
raiz (luego de un lavado cuidadoso),
peso seco de (ramas + hojas) y peso seco
de flores; luego de secado en estufa a
75° C durante 72 horas. Se calcularon las
relaciones total aéreo:total y flores:total.

3) Foliares, sobre 4 plantas: largo de hoja,
ancho de hoja, perimetro de hoja y area

foliar de cada hoja; mediante un medi-
dor de érea foliar Cl-202 (CID, Inc). Se
conté el numero de hojas de cada planta
y se calculé el area foliar total.

Ademas, se calculé como indice de compaci-
dad la relacién entre el peso seco aéreoy la
altura.

Con un adquisidor automatico de datos
Watch Dog® se obtuvieron a nivel del dosel
vegetal registros de radiacion fotosintética-
mente activa (PAR), temperatura y hume-
dad relativa del aire durante todo el ciclo
del cultivo (frecuencia 15 minutos).

Para el tratamiento estadistico de los datos
se utilizé el programa SAS y sus procedimien-
tos (SAS Institute, 1989). Se aplico la prueba
de no aditividad de Tukey para confirmar la
distribucion normal de los datos, los que se
sometieron al analisis de varianza (o = 0,05).
Se compararon los tratamientos con la prue-
ba de Tukey para medias ajustadas (o = 0,05)
y se determinaron los mejores ajustes linea-
les, cuadraticos o cubicos entre las variables y
las concentraciones de BA (a = 0,05).

Resultados y discusion
Situacion climatica

Durante las 6 semanas de cultivo, los prome-
dios de temperatura y humedad en que se des-
arrollaron las plantas fueron 25,0° Cy 62%. La
PAR acumulada hasta el estadio de primer
pimpollo formado fue de 303 moles PPF m2 s’
y hasta la cosecha, 852 moles PPF m2s™".

Efectos de las concentraciones de BA

El momento de aparicién visible de primer
pimpollo se produjo a 14 dias desde el
transplante (ddt), fecha en que comenzaron
a aplicarse los tratamientos.
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Entre las variables generales, a 6 semanas
desde el transplante, la BA no produjo efec-
tos en el nimero de ramas a cosecha (8,8) ni
en el numero de flores a cosecha (20,1), que
resultaron estadisticamente similares para
todas las plantas en ensayo (datos no mos-
trados). En cambio, se detecté una disminu-
cion de la altura de planta con el aumento
de la concentracion de BA, generandose
una tendencia lineal de bajo ajuste, pero
muy significativa (Figura 1).

Los tratamientos de BA no afectaron la pro-
duccion total de materia seca, pero incidie-
ron en su distribucién entre los distintos
organos (Tabla 1). En todas las plantas trata-
das con BA, a concentraciones crecientes,
disminuyo el peso seco de raices y flores 'y
aumento el de hojas + tallos. Se establecie-
ron tendencias lineales significativas en
todos los casos, y como consecuencia tam-
bién en las relaciones entre la parte aéreay
el total, y, entre las flores y el total aéreo.
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Figura 1. Relaciones entre la altura de planta de petunia a 6 semanas del transplante y
concentraciones de 6 bencilaminopurina (BA). F modelo de regresiéon < 0,0001
Figure 1. Relations between the petunia plant height at 6 weeks of the transplant, and
concentrations of 6 bencilaminopurine (BA). Regression model, F <0.0001

Entre las variables foliares, se observaron
algunos efectos de los tratamientos (Tabla
2): con el aumento de las concentraciones
de BA disminuy6 el numero total de hojas y
aumentaron su largo promedio y su area
foliar individual. No se modificaron el area
foliar total de las plantas, el ancho prome-
dio de las hojas ni el perimetro promedio
de las hojas. En todas las plantas medidas
las hojas estaban turgentes y verdes, no
detectandose signos de senescencia.

El indice de compacidad definido aumento
con el incremento de concentracion de BA
(Tabla 2).

La aplicacion foliar de BA en petunia modi-
ficé la arquitectura de la planta.

Los cambios observados como resultado de
las concentraciones crecientes de BA mos-
traron en todos los casos tendencias linea-
les, positivas o negativas.

La menor altura de plantas y mayor indice
de compacidad registrados con el aumento
de la concentracién de BA podria resultar
de mucho interés agronémico para evitar el
uso de reguladores quimicos de crecimiento
de comprobados efectos residuales en el
ambiente (Latimer, 2001; Barrett, 2002).
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Tabla 1. Distribucion de materia seca a 6 semanas del transplante, en distintos érganos
de plantas de petunia sometidas a tratamientos con 6 bencilaminopurina (BA)
Table 1. Distribution of dry matter at 6 weeks of transplantation, in various organs
of petunia plants subjected to treatment with 6 bencilaminopurine (BA)

Concentraciones Peso seco (g) Total aéreo: Flores: Total
de BA (mg.I) Raiz Tallos + hojas Flores Total Total (%) agreo (%)
0 0,576 4,907 1,622 7,105 91,9 24,8
5 0,488 5,098 1,485 7,071 93,1 22,5
10 0,471 5,296 1,370 7,137 93,4 20,6
15 0,467 5,461 1,258 7,186 93,5 18,7
C.V. 9,9 6,1 8,5 5,5 8,9 5,6
P>F* L =0,004 L=0,022 L < 0,001 - L =0,007 L < 0,001

* Probabilidad > F de las tendencias significativas (5%) L= lineal, Q= cuadréatica o C= cUbica para cada item.

Tabla 2. Distintas variables a 6 semanas del transplante, registradas sobre plantas
de petunia sometidas a tratamientos con 6 bencilaminopurina (BA)
Table 2. Variables to 6 weeks of transplantation, associated with petunia plants
subjected to treatment with 6 bencilaminopurine (BA)

Concentraciones Numero  Largo Ancho  Perimetro  Area Area indice de
de BA (mg.I"") de promedio promedio promedio  foliar foliar  compacidad:
hojas de hoja de hoja de hoja promedio total peso seco
(cm) (cm) (cm) de hoja /planta aéreo/altura
(cm?) (cm?) (9.cm)
0 32,6 4,5 2,0 10,7 6,3 205,4 0,44
5 29,8 4,7 2,1 10,6 6,7 199,7 0,45
10 28,3 49 2,2 10,5 7.3 206,6 0,49
15 27,0 5.1 2,2 10,8 7,7 207,9 0,51
C.V. 9,3 7,7 9,8 9,2 12,5 13,6 13,4
P>F* L=0,048 L=0,024 - - L =0,004 - L =0,045

* Probabilidad > F de las tendencias significativas (5%) L= lineal, Q= cuadréatica o C= cUbica para cada item.
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Las plantas no difirieron en el area foliar
total, pero disminuyé el nUmero de hojas.
Los antecedentes reportados por Richmond
& Lang (1957) y Badenoch-Jones et al. (1996)
sobre los efectos de aplicaciones exégenas
de citoquininas en la inhibicion de la degra-
dacién de la clorofila y de las proteinas
fotosintéticas, permitirian sugerir que el
retardo en la senescencia de las hojas mas
viejas podria provocar el atraso en el des-
arrollo de hojas mas nuevas.

Las variaciones en el area foliar individual se
debieron a cambios en el largo de la hoja, y,
posiblemente como consecuencia, se modi-
fico su perimetro. Los efectos de las citoqui-
ninas en el tamafo de las hojas fueron
observados en distintas especies, compro-
bandose que existe una mayor concentra-
cion de citoquininas en las hojas cuando la
fitohormona fue aplicada sobre las mismas,
y que las hojas tienen mayor tamafo sélo
cuando altas concentraciones de citoquini-
nas se localizan en ellas (Sakurai, 1994).

Con la aplicacion de BA no se modificé el
numero total de flores, pero disminuyé su
peso seco y su proporcion en el total aéreo
(Tabla 1). Nishijima et al. (2006) encontraron
que la BA aumento el area de la corola en
flores de petunia, pero no comunicaron da-
tos sobre su peso. En nuestro estudio no se
hicieron mediciones de tamafio de la corola.

Con la aplicacion de BA no se modificé el
numero de tallos y aunque el nimero de
hojas fue menor, aumenté el peso seco de
su conjunto, posiblemente debido a mayor
grosor de hojas y/o tallos. Existen antece-
dentes sobre efectos de la BA en un incre-
mento del parénquima esponjoso y en pali-
zada de las hojas de Annona glabra L.
(Muniz de Olivera et al., 2008)

La disminucion del peso seco de raices a
concentraciones crecientes de BA concuerda
con observaciones de otros autores que
confirmaron sus efectos sobre la inhibicion

en el desarrollo de raices (Retamales, 2007).
Se conoce que las raices juegan un rol im-
portante en la fisiologia de tallos debido
posiblemente a la translocaciéon de citoqui-
ninas entre aquellas y éstos (Sitton et al.,
1967). Se ha demostrado que la aplicacién
exogena de BA a las hojas compensa plena-
mente la acumulacion de la fitohormona en
plantas con raices total o parcialmente
escindidas (Carmi & Koller, 1978). Carmi &
Staden (1983), por su parte, encontraron
que los tallos pueden ser una fuente alter-
nativa de citoquininas para las hojas.

El mayor conocimiento de los aspectos basi-
cos de regulacion que ejerce BA en especies
florales, permitird avances en el incremento
de la productividad y de la calidad en diver-
sos cultivos ornamentales.

Conclusiones

Se detectaron cambios en la arquitectura
vegetal relacionados con la aplicacién de
concentraciones crecientes de BA en plantas
de petunia.

Particularmente, la disminucién de la altura
y el aumento de la compacidad pueden des-
tacarse como los resultados de mayor valor
agronémico.

Deberian explorarse en futuros ensayos la
incidencia de estos tratamientos en otros
parametros de interés como el color y tama-
Ao de las flores y el color las de hojas.
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Resumen

Se condujo un ensayo en invernadero y macetas con alstroemeria (Alstroemeria aurantiaca D. Don)
cultivar ‘Napoli’. Se aplicaron como fertilizantes dos tipos de purin: purin fresco y purin secado térmi-
co. El objetivo fue estudiar el posible efecto contaminante, por la lixiviacion de nutrientes de los dos
purines. Las dosis de purin estudiadas fueron 0 (sin fertilizacién), 1 (que cubria las necesidades en
nitrégeno del cultivo) y 2 (el doble de 1). Se realizaron cuatro lixiviados por maceta, en primavera,
verano, otofno e invierno. La concentracion de nutrientes por maceta en el lixiviado dependié del
volumen de agua lixiviada. Las variables que se evaluaron en los lixiviados fueron: N-NH,*, N-NO;, fos-
foro y potasio. La metodologia sequida para ajustar estima y comparar los modelos fue la del modelo
mixto no lineal. Los tratamientos purin fresco y purin secado térmico y las dosis (1 y 2) fueron signifi-
cativamente diferentes. El tratamiento purin secado térmico y la dosis 2 resultaron los mas contami-
nantes para las cuatro variables estudiadas.

Palabras clave: fosforo, N-NH,*, N-NO;", potasio, purin fresco, purin secado térmico.

Summary
Leaching of nutrients from Alstroemeria cultures on sandy soils fertilized with pig manure

An experiment was conducted in Alstroemeria (Alstroemeria aurantiaca D. Don, cultivar ‘Napoli’) cul-
tured in pots under greenhouse conditions. Two different types of pig slurry, pig slurry and thermal
dried pig slurry, were applied as fertilizer. The aim was to evaluate the possible effect on pollution of
leaching nutrients of the two pig slurries. Rates studied were 0 (without fertilization), 1 (the rate 1
that covered the nitrogen culture requirement) and 2 (the double of rate 1). The nutrients concentra-
tion of the leaching depended of the volume of leached water. Four leachings by pot were made at
spring, summer, autumn and winter. The NH,*-N, NO,-N, phosphorus and potassium, variables were
studied. The methodology to adjust estimation and to compare the models was the nonlinear mixed
model. Treatments (pig slurry and thermal dried pig slurry, and the two rates, 1 and 2) were signifi-
cantly different. The thermal dried pig slurry treatment and the rate 2 treatment were the most pol-
luting in the four studied variables.

Key words: NH,*-N, NO,-N, phosphorus, pig slurry, potassium, thermal dried pig slurry.
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Introduccion

Los purines de ganado contienen cantida-
des de nutrientes nitrogeno, fésforo y pota-
sio facilmente disponibles para las plantas;
pero su utilizaciéon en agricultura debe ha-
cerse de manera controlada para evitar
efectos negativos en el aire, el suelo y el
agua (Scotford et al., 1998).

El suelo constituye uno de los medios recep-
tores de la contaminacién mas sensibles y vul-
nerables (BOE, 2005a). La aparicién de nuevos
productos que contienen nutrientes para las
plantas y capacidad fertilizante no debe ser
6bice para que se olviden sus posibles reper-
cusiones en la salud y seqguridad de las perso-
nas y del medio ambiente (BOE, 2005b).

La ley 16/2002, de 1 de julio, de Prevencion y
Control Integrados de la Contaminacion, que
traspuso la Directiva 96/61/CEE (IPPC), incluye
en su ambito de actuacion la cria intensiva de
ganado porcino. Se considera el medio am-
biente como un todo y se debe evitar la
transferencia de contaminaciéon de un medio
(agua, suelo y atmoésfera) a otro (BOE, 2002).

Las explotaciones intensivas de ganado por-
cino generan gran cantidad de estiércol
liquido o purin fresco (PF) cuyo manejo es
complicado. Actualmente en Espaia se eva-
pora y seca parte de este estiércol liquido,
aplicando tecnologias para el secado térmi-
co del purin basadas en la cogeneracién
energética para eliminar el agua que contie-
nen. El producto final se conoce como purin
secado térmico (PS), un producto concentra-
do, que puede ser usado como fertilizante.

Desde el punto de vista de su utilizacién
agrondémica, es necesario conocer su com-
posicion y establecer las necesidades del
suelo y del cultivo, de modo que se pueda
optimizar su uso respetando a la vez el
medioambiente.

El cultivo en invernadero de alstroemeria
para flor cortada se adapta a la climatologia

de la zona centro de Espafia. Para conseguir
una buena produccién y calidad en el culti-
vo de alstroemeria es fundamental aplicar
una fertilizacién 6rgano-mineral 6ptima
que cubra sus necesidades de elementos
nutritivos: N-P-K, (Miralles de Imperial et al.,
2005). La utilizacién como fertilizante de
estiércoles de ganado porcino en este culti-
vo ornamental puede resultar una via 6pti-
ma para el reciclado y reutilizacion de estos
residuos ganaderos.

La proteccién de las aguas frente a la conta-
minacion producida por los nitratos proce-
dentes de fuentes agrarias viene recogida
en la legislacion espafiola por el Real Decre-
to 261/1996 (BOE, 1996). Varios autores han
realizado estudios referentes al control de
nitrégeno (Bellido et al., 1997; Vasconcelos
et al., 1997; Daudén y Quilez, 2004; Daudén
et al., 2004; Bergstrom et al., 2006), de fos-
foro (Bergstrom et al.,, 2006) y de potasio
(Yavinder et al., 2005), en lixiviados por apli-
cacién de purines de cerdo.

El objetivo del presente ensayo fue evaluar
el posible riesgo contaminante por nutrien-
tes en las aguas de drenaje por la aplicacién
como fertilizante de estiércoles de ganado
porcino: purin fresco (PF) y purin secado tér-
mico (PS) a un cultivo de alstroemeria (Als-
troemeria aurantiaca D. Don) cultivar (cv.)
‘Napoli’, para flor cortada, y comparar el
efecto de estos estiércoles en los nutrientes
lixiviados, mediante el control de cuatro
parametros: N-NH,* (NH,*), N-NO;(NO;),
fésforo (P) y potasio (K).

Materiales y métodos

El ensayo en invernadero se llevd a cabo en
Madrid, durante 13 meses, de febrero de
2003 a marzo de 2004. Se utilizé un cultivar
nuevo, ‘Napoli’ (NA), de flores color fucsia
oscuro, tolerantes a las condiciones climati-
cas de calor y frio de la zona. Se utilizaron
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macetas de arcilla con drenaje, de 12 L de
capacidad que se rellenaron con un suelo de
pH 6,87 idéneo para este cultivo y que por
su textura franco arenosa le proporcionara
un buen drenaje; sus propiedades se pre-
sentan en la tabla 1.

Las macetas se rellenaron con el suelo, que
previamente se mezclé con la dosis anual de
fertilizante PS o PF. En este experimento se
emplearon dos purines, PF y PS, provenien-
tes de la misma planta de tratamiento de
estiércoles liquidos ganaderos porcinos. El

Tabla 1. Caracteristicas del suelo
Table 1. Soil characteristics

Parametro
pH 1:2,5 H,0 6,87
Conductividad eléctrica 1:5 H,0, dSm™! 0,09
Nitrégeno Kjeldahl, % 0,045
Carbono organico oxidable, % 0,33
N-NH,*, mg kg™’ 1,86
N-NO;7, mg kg 14,55
Fésforo (Olsen), mg kg™ 12,0
Potasio (acetato amonico), mg kg 2,61
Textura del suelo
Arena gruesa, % 12,23
Arena fina, % 51,29
Suma arenas (gruesa + fina), % 63,52
Arcilla, % 0,2
Limo, % 36,28

Textura MAPA*

Franco-arenoso

* MAPA= Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, (1994).

PF era purin sin tratar y PS fue ya tratado
térmicamente.

Las caracteristicas de los purines utilizados
en el experimento se presentan en la tabla
2. El nitrégeno se determiné por el método
de Kjeldahl. El nitrégeno inorganico se de-
terminé por destilacion de arrastre de
vapor (Bremmer, 1965).

El carbono orgéanico oxidable se determiné
por el método de Walkey y Black (APHA,
AWWA, WPCF, 1992). El P, K, Ca, Mg, y Na

totales se midieron por los procedimientos
descritos por la AOAC (1997). Se determina-
ron pH suelo/agua= 1:2,5 y conductividad
eléctrica en una relacién suelo/agua= 1:5. El
pH y la C.E. de PF se determinaron directa-
mente sobre la muestra y para PS en una
relacion PS/agua= 1:5.

Se determiné del PF la demanda quimica de
oxigeno (APHA, AWWA, WPCF, 1992) para
conocer su contenido en materia organica y
del PS se determin¢ el contenido de C orga-
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Tabla 2. Caracteristicas de los purines de cerdo
Table 2. Pig slurry characteristics

Parametro Purin fresco Purin secado térmico
pH 7,27 9,14
C.E.*, dSm™! 19,72 33,97
DQO**, mg L™ 83263 -
Sélidos totales, % 7,30 81,50
Sélidos fijos, % 2,22 28,06
Solidos volatiles, % 5,08 53,44
N Kjeldahl, mg L-,mg kg™’ 2022 21583
N-NH,* mg L, mg kg™ 1451 242
N-NO;, mg L', mg kg™ 82 759
C orgénico oxidable, % - 36,22
P mg L', mg kg 1816 16802
K mg L' mgkg™" 972 8995
Camg L', mg kg™’ 2147 31229,5
Mg mg L', mg kg™ 926 11348,5
Na mg L',mg kg™’ 1010 22783,5

*C.E. = conductividad eléctrica; **DQO = demanda quimica de oxigeno.

nico oxidable. Se determinaron los sélidos
totales, los solidos fijos y los sélidos volatiles
en PFy PS (APHA, AWWA, WPCF, 1992).

Para el calculo de la dosis de PF y PS a aplicar
al cultivo, se tuvieron en cuenta las necesida-
des de nitrégeno (N) anual de este cultivo, se
aconsejan dosis anuales de nitrégeno de 350
Kg ha' (Miralles de Imperial et al., 2005).
Para el calculo de la dosis anual de cada tipo
de purin, PF y PS, a aplicar para cubrir las
necesidades de N de la alstroemeria se tuvo
en cuenta: el N Kjeldahl que engloba el N
organico mas el N amoniacal al que se sumé
el contenido en N nitrico, esta suma nos indi-
c6 el N total que se aporta con PF o con PS.
En el caso de PF la dosis que cubria dichas
necesidades, fue de 100 m3 ha' y en el caso
de PS fue de 15.708 kg ha™ (para su calculo
en kg ha™' se considero la densidad aparente

del suelo de 1,1 y una profundidad de 30
cm), esta dosis se llamé 1 (d1).

El material adicionado a los 12 kg de suelo
de cada maceta fue para PF de 0 mL con la
dosis 0, 364 mL con la dosis 1y 728 mL con la
dosis 2; para PS fue de 0 g para d0, 57,12 g
paradily 114,68 g para d2.

Las cantidades de elementos nutritivos: N-P-
K, que se aportaron por maceta, segun el
contenido en N-P-K de estos residuos que se
presentan en la tabla 2, figuran en la tabla 3.

La plantacién de alstroemeria se realizé en
febrero y se puso un rizoma por maceta. El
disefo del ensayo fue totalmente al azar,
factorial de doble entrada (tipo de purin,
dosis) con tres repeticiones por tipo de
puriny dosis. Las tres dosis aplicadas fueron:
d0 (sin fertilizacion), d1 (que cubria las
necesidades en N del cultivo) y d2 (el doble
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Tabla 3. Cantidad de elementos nutritivos, N-P-K, aportados por maceta con los tratamientos:
purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) y las dosis (0, 1y 2)
Table 3. N-P-K, nutrients applied by pot with the treatments: pig slurry (PF)
and dried thermal pig slurry (PS) and the rates (0, 1 and 2)

Tratamiento Dosis Nitrogeno* Fosforo Potasio
mg N maceta™’ mg P maceta mg K maceta™’
PF 0 0 0 0
PF 1 1290 660 354
PF 2 2580 1350 708
PS 0 0 0 0
PS 1 1290 960 514
PS 2 2580 1927 1030

*Nitrogeno= suma de N organico, N amoniacal y N nitrico.

Tabla 4. Numero de tallos florales (TF) de alstroemeria cv. ‘Napoli’ producidos en funcién del
tratamiento: purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) y las dosis (0, 1y 2) en los periodos
de primavera-verano y de otofo-invierno, y producciéon anual de TF
Table 4. Alstroemeria cv. ‘Napoli’ floral stems number (TF) production regarding to the treatment:
pig slurry (PF) and dried thermal pig slurry (PS) and the rates (0, 1 and 2) in the spring-summer
and autumn-winter periods, and TF total production

Tratamiento Dosis Primavera-verano OtofRo-invierno Produccién anual
TF TF TF

PF 0 5 0 5

PF 1 6 0 6

PF 2 6 1 7

PS 0 4 1 5

PS 1 4 4 8

PS 2 6 7 13

de d1). El nUmero total de macetas utiliza-
dos para el ensayo fue dieciocho, nueve por
cada tratamiento: PF y PS.

Los macetas de arcilla tenian un Unico agu-
jero de drenaje que se tapd con un filtro
para evitar pérdidas de suelo y agua. Las
macetas iban colocadas sobre soportes
metalicos, que las elevaban 17 cm sobre la
superficie de las mesas del invernadero. Los

dias que se procedié a recoger los lixiviados
se colocaron justo por debajo del agujero
de drenaje de los macetas un frasco gradua-
do de 500 mL de capacidad y encima un
embudo que se ajustoé al agujero de drenaje
de la maceta.

Se realizaron cuatro lixiviados a lo largo de
este primer afo de cultivo, uno en cada
estaciéon del ano: en primavera, verano,
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otofo e invierno. Se opté por estas fechas
porque la produccién de tallos florales en
cultivo de alstroemeria esta muy influencia-
da por la estacion del afio debido a factores
de luz, humedad, temperatura del aire y del
suelo (Miralles de Imperial et al., 2009). El
primer lixiviado (1°) se realizé el 24 de
marzo de 2003 (al mes de la plantacién), se
considero dia 0. El segundo a los 129 dias (el
30 de julio), el tercero a los 193 dias (el 2 de
octubre) y el cuarto y ultimo el 3 de marzo
de 2004 a los 346 dias.

Se calculé la capacidad de campo (CC) del
suelo y se obtuvo que para los 12 kg eran
800 mL (100% CC). Mientras durd el ensayo
se reg6 cada maceta al 60% de su CC, segun
las necesidades del cultivo. Para provocar
cada uno de los lixiviados se regd la maceta
con un volumen de agua superior al 150%
de la CC de nuestro suelo y se recogieron de
250 a 500 mL de lixiviado. Para el calculo
posterior de la concentracién de los nutrien-
tes lixiviados: NH,*, NO;°, Py K, se tuvo en
cuenta los mL de lixiviado recogidos por
maceta en cada uno de los cuatro lixiviados
realizados de las cuatro estaciones del afo.

En los lixiviados se determinaron: NH,*, NO;
. Py K. EI NH,* y NO; se analizaron por el
método de Bremmer (1965). El fésforo de
los lixiviados se determiné por fotometria
de emisién y el potasio de los mismos por
fotometria de llama (Ministerio de Agricul-
tura Pesca y Alimentacién, 1994).

El estudio estadistico se realiz6 mediante
ajuste con modelo logistico, se tomaron
como variables dependientes: las cantidades
acumuladas de N-NH,*, N-NO, P y K lixivia-
dos, y como variable independiente los dias.

Para el analisis estadistico de los resultados
obtenidos en este ensayo se tuvo en cuenta
que los cuatro lixiviados se realizaron en la
misma maceta por lo que tuvimos un disefio
de medidas repetidas y como nuestros datos
se ajustaban a un modelo logistico se eligié

la metodologia del modelo mixto no lineal
para estimar los modelos y la comparacién
entre ellos. Para el estudio de los efectos
fijos (tratamiento, dosis) se comenzé con el
modelo saturado que incluye los efectos
principales (tratamiento y dosis e interac-
cion entre ellos) en cada uno de los tres
parametros de la logistica: b,, b, y b;. Tam-
bién se afadieron al principio dos efectos
aleatorios (u, v) que se sumaron a los para-
metros b,y b, en todos los casos. El segundo
efecto aleatorio (v) sumado a b, no dio
nunca significativo por lo que no se refleja
en el modelo general que fue:

Yij= [0/ (1+exp-(dias-b,;)/by;) ] +e;,

Donde: b1ijk (b“jk: b1ij+ u) es la asintota, b,
esta relacionado con la velocidad de lixivia-
cion, b, es el parametro relacionado con la
forma dJe la curva, la i son los tratamientos
PF y PS, la j son las dosis 1y 2, la k es cada
una de las 18 macetas, u= factor aleatorio
que va unido a cada una de las macetas, u, ~
N(O, o), &= error aleatorio, €qik ~ N(O, o,).
Al parametro b“i’ le lamaremos b, del trata-
miento iy la dosis j, al b2ij' (b,) yal b3ij' (bs.)

El analisis estadistico se realizé con el PRO-
CEDURE NLMIXED del SAS V 9.3.

Resultados y discusion

En las figuras 1, 2, 3y 4 se presentan las gra-
ficas de los modelos para las cuatro varia-
bles estudiadas (NH,*, NO;’, Py K).

El N presente en el purin procede de la
parte de N contenida en los alimentos, que
no es fijada por los animales, eliminandose
por heces y orina. Dos terceras partes del N
ingerido en el pienso son eliminadas por las
deyecciones, del N eliminado el 78% es N
urinario y el 22% de origen fecal (Abaigar
et al.,, 1999). El N esta presente en la frac-
cién liquida y sélida de los purines, una
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Figura 1. Graficas de los modelos estimados obtenidas para N-NH,* lixiviado acumulado.
Segun tratamiento: purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) para las dosis (d): 0, 1y 2
Figure 1. Estimated models graphs obtained for accumulated leached NH*-N. According to the
treatment: pig slurry (PF) and thermal dried pig slurry (PS) for the rates (d): 0, 1 and 2
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Figura 2. Graficas de los modelos estimados obtenidas para N-NO; lixiviado acumulado.
Segun tratamiento: purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) para las dosis (d): 0, 1y 2
Figure 2. Estimated models graphs obtained for accumulated leached NO;-N. According to the
treatment: pig slurry (PF) and thermal dried pig slurry (PS) for the rates (d): 0, 1 and 2
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Figura 3. Graficas de los modelos estimados obtenidas para fésforo lixiviado acumulado.
Segun tratamiento: purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) para las dosis (d): 0, 1y 2
Figure 3. Estimated models graphs obtained for accumulated leached phosphorus. According to
the treatment: pig slurry (PF) and thermal dried pig slurry (PS) for the rates (d): 0, 1 and 2
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Figura 4. Gréficas de los modelos estimados para potasio lixiviado acumulado.
Segun tratamiento: purin fresco (PF) y purin secado térmico (PS) para las dosis (d): 0, 1y 2
Figure 4. Estimated models graphs obtained for accumulated leached potassium. According to
the treatment: pig slurry (PF) and thermal dried pig slurry (PS) for the rates (d): 0, 1 and 2
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parte en forma mineral constituida casi
completamente por NH,* y otra parte en
forma organica que debe ser mineralizada
para ser utilizada por los vegetales.

En los modelos estimados para NH,* acumu-
lado (figura 1) de los lixiviados, para las dosis
1y 2 con PF no hubo diferencias significativas
en los parametros b, (p=0,455) y b, (p=0,612)
pero si fue significativo para b, (p= 0,046).
Para PS los modelos para d1y d2 fueron dife-
rentes significativamente en el contenido
final de NH,* acumulado b, (p< 0,001), que es
la asintota, pero para b, y b; no hubo dife-
rencias significativas. Los bajos contenidos
obtenidos de NH,* acumulado frente a los de
NO;" acumulado como podemos observar en
las figuras 1y 2 se pueden explicar por la rapi-
da transformaciéon del amonio del purin a
nitrato (Daudén et al., 2004).

Los modelos estimados para NO;™ acumula-
do (figura 2) de los lixiviados, para d1y d2
con PF fueron diferentes significativamente
para b, (p< 0,0001) y b; (p=0,02) y no para
b, (p= 0,9652), lo que nos indica que en el
contenido final de NO,” acumulado no exis-
tieron diferencias aunque aumentaramos
las dosis, pero si en la velocidad de lixivia-
cion del nitrato. El hecho de que inicialmen-
te sea mas alta la velocidad de lixiviacion
para PF d1 que para PF d2 a pesar de que la
cantidad de N aplicada con d2 sea mayor,
pudo ser debido a que la tasa de mineraliza-
cion del N depende del N organico y del
tiempo transcurrido. La maxima tasa de
mineralizacién se produce en las primeras
semanas de aplicacién al suelo y al ser alta
la cantidad de N aportada con d2, la activi-
dad microbiana y enzimatica del suelo se
pudo ralentizar (Martin et al., 2009).

Los modelos estimados para NO;” acumula-
do(figura 2) con el tratamiento PS para d1y
d2 fueron diferentes significativamente en
los tres parametros de la logistica con proba-
bilidades para b, (p< 0,0001), b, (p< 0,001) y
b; (p= 0,0261). Esto significa que con PS

hubo diferencias entre d1y d2 tanto en el el
NO, acumulado (b,), como en la velocidad
en que se produjo el lixiviado (b; y b,). En
nuestro ensayo como podemos observar en
la figura 2, la dosis 2 al tener mayor cantidad
de NO, que la dosis 1 lixivia mas NO;".

El fosforo de las deyecciones animales esta
contenido esencialmente en las partes soli-
das de las heces y se presenta bajo dos for-
mas: el 80% en forma mineral, facilmente
utilizable por las plantas y el 20% restante en
forma organica, que sera mineralizado lenta-
mente en el suelo (Abaigar et al., 1999).

En los modelos estimados para P acumulado
(figura 3) no existieron diferencias significa-
tivas entre las dosis con PF para ningun
parametro: b, (p=0,50), b, (p=0,49) y b, (p=
0,34) y para PS fueron muy diferentes los
modelos para d1y d2 en el contenido final
de P acumulado reflejado por b, (p< 0,0001)
aunque no hubo diferencias significativas
para los otros dos parametros: b, (p= 0,496)
y b; (p=0,3455). En el presente ensayo si se
lixivia mas fésforo en PS que en PF es por-
que el fosforo esta en la parte solida del
purin y ademas con PF se aplica menos fos-
foro que con PS ya que las concentraciones
en este ultimo son mucho mas elevadas,
como se puede ver en la tabla 2.

El potasio contenido en las deyecciones ani-
males es casi exclusivamente urinario y esta
presente en forma de sales minerales solu-
bles (Abaigar et al., 1999).

En los modelos estimados para K acumula-
do (figura 4) no existieron diferencias signi-
ficativas para PS entre dosis y si hubo para
PF en el contenido final de K acumulado b,
(p< 0,0001), que es la asintota. El potasio de
PF es casi exclusivamente urinario, lo que
explicaria que en nuestro ensayo inicial-
mente se lave mas K con PF.

A la vista de los resultados obtenidos se
deben ajustar las dosis de fertilizacion a las
necesidades de nutrientes del cultivo no
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s6lo del nitrégeno sino también de fosforo
y potasio (Daudén et al., 2004; Abaigar et
al., 1999). Al ajustar la dosis a los tres nu-
trientes N-P-K se evitard un posible exceso
de éstos que podria contaminar las aguas
subterraneas (BOE, 1996).

En nuestro ensayo al ser el primer afio de
cultivo, de entrada en produccién, la planta
de alstroemeria produjo pocos tallos flora-
les (TF), con una produccién total anual de
18 tallos para el tratamiento PF y de 26
tallos para el tratamiento PS. En la tabla 3 se
presenta la produccién de TF (suma de las
tres repeticiones, que corresponden a los
tres macetas de cada tratamiento y dosis) en
los periodos de primavera verano y otofio
invierno y la produccién anual de TF este
primer afio de cultivo en el que se realiza-
ron los lixiviados. El presente ensayo refleja
que aunque la d2 aumenta el nUmero de TF
(principalmente con PS), la d1 es también
buena y ademas produce en general meno-
res perdidas por lixiviacion de nutrientes.

Conclusiones

Se calcul6 el porcentaje (%) de pérdida de
nutrientes por lixiviacion, N-P-K, respecto a
las cantidades de N-P-K adicionadas inicial-
mente con PF y PS en las dosis d1y d2 (des-
contada d0).

En el caso del nitrégeno (suma de las perdi-
das de N-NH,*y N- NO;) el % de pérdida de
N fue con PF d1 de 0,75% y con PS d1 de
0,66%; con PF d2 de 0,37% y con PS d2 de
1,09%. Para el fosforo, el % de pérdida de P
fue con PF d1 de 0,2%, y con PS d1 de 0%,
con PF d2 de 0% y con PS d2 de 1,18%. Para
el potasio, el % de pérdida de K fue con PF
d1de 2,1% y con PS d1 de 1,75%, con PF d2
de 0% y con PS d2 de 0,81%. Los mayores
porcentajes de pérdida de nutrientes res-
pecto a las cantidades de N-P-K aportadas

por maceta con PF y PS, se produjeron para
Ny P con d2y PS. Para K fue con PF.

Este ensayo constatd la importancia que
tiene el establecer para cada cultivo un
correcto plan de fertilizacion en N-P-K con
estos purines de porcino, con el fin de evitar
o reducir los riesgos de contaminacién por
nutrientes lixiviados.
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