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Resumen

La salinidad y la sequia afectan considerablemente la productividad de los cultivos a escala global. La
sefalizacion de estos fendmenos en las plantas, es un proceso complejo que involucra diferentes vias
y moléculas sefalizadoras. En el presente trabajo se describen algunos mecanismos de transduccion de
sefales de las plantas frente a estos tipos de estrés abidtico.
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Summary
Signalling pathway in plants affected by salinity and drought

Salinity and drought affects considerably the crop productivity at world level. The signalling of these
phenomena in plants, is a complex process that involucrate different pathways an signalling molecu-
les. Some mechanisms of plant signal transduction are described in this paper against these types of

abiotic stress.

Key words: signal transduction pathway, abiotic stress, CDPK, MAPK.

Introducciéon

La sequia y la salinidad son dos de las causas
fundamentales de las pérdidas de las cose-
chas a nivel mundial. Al igual que otros
organismos vivientes, las plantas han des-
arrollado maquinarias de sefializacién sofis-
ticadas para adaptar su metabolismo celular
al medio ambiente cambiante. De hecho,
debido a su ciclo de vida sésil, las plantas
pueden responder y protegerse a si mismas
de todas las formas de estrés abidtico. Se ha
demostrado la activacién de numerosas vias
de transduccion de sefales en respuesta al
estrés abidtico (Nakashima et al., 2009).

El estrés se percibe primero a través de los
receptores presentes en la membrana de las
células vegetales (Lorenzo et al., 2009). La
sefial es entonces transducida hacia el inte-
rior de la célula, y esto conduce a la genera-
cion de segundos mensajeros que incluyen
el calcio, las especies reactivas del oxigeno
(ROS) y el inositol fosfato. Estos segundos
mensajeros, posteriormente modulan los
niveles de calcio intracelular. Estas variacio-
nes en los niveles de calcio intracelular son
detectadas por proteinas que unen calcio,
también llamadas sensores de calcio. Estos
cambian su estructura de forma calcio de-
pendiente e inician una cascada de fosfori-
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laciéon y marcan los principales genes de res-
puesta al estrés o los factores de transcrip-
cién que controlan dichos genes (Klimecka y
Muszynska, 2007). Los productos de estos
genes conducen a la adaptaciéon de la planta
a condiciones desfavorables. Los cambios in-
ducidos por el estrés en la expresion genética
participan en la generacién de hormonas
tales como el ABA, el acido salicilico y el eti-
leno. Estas moléculas pueden amplificar la
sefal inicial e iniciar una segunda vuelta de
sefalizacién que pueden seguir la misma via
o utilizar diferentes componentes en la via
de sefalizacion. Ciertas moléculas, llamadas
también moléculas accesorias pueden no
participar directamente en la sefalizacién
sino en la modificacion o ensamblaje de otros
componentes. Estas proteinas incluyen, mo-
dificadores de proteinas, que pueden reali-
zar modificaciones postraducionales tales
como miristoilacién, glicosilacién, metilaciéon
y ubicuitinacion (Mahajan y Tuteja, 2005).

Se han descrito varias vias de transduccion de
sefales del estrés abiotico, y especificamente
la salinidad y la sequia, entre las que se des-
tacan la via SOS (salt over sensitive), la via de
las CDPKs (calcium dependent protein kina-
se), la via de las MAPKs (mitogen activated
protein kinase) (Zhou et al., 2007). También
se ha descrito la sefalizacion mediada por
fosfolipidos. El objetivo de este trabajo es
describir brevemente algunas vias de trans-
duccion de seiales en plantas afectadas por
la salinidad y la sequia, asi como hacer refe-
rencia al papel de calcio como segundo men-
sajero y la regulacién de los genes de res-
puesta al estrés por factores de transcripcion.

Papel del calcio en la respuesta de la planta
al estrés abiotico

El papel del i6n Ca%* en la respuesta de las
plantas a estrés abiotico resulta esencial,
por su papel sefalizador, su funcién estruc-

tural en la membrana y su efecto sobre la
actividad de algunos transportadores iéni-
cos (Klimecka y Muszynska, 2007). Es, ade-
mas, un segundo mensajero involucrado en
la transduccion de la sefial del ABA. La seia-
lizacion del calcio se modula por concentra-
ciones especificas del cation (por ejemplo,
patrones en la amplitud, duracién, localiza-
cion y frecuencia de los picos de calcio) en
respuesta a diferentes estimulos. Estos cam-
bios en los niveles de calcio son detectados
por diferentes sensores, para transducir la
sefial mediada por el catién en eventos pos-
teriores de la respuesta de la planta al estrés
(Zhu et al., 2007). Las plantas constan de
numerosas clases de proteinas sensoras de
Ca%*, incluyendo la calmodulina y las protei-
nas relacionadas, proteinas calcineurina B-
like (CBL) y proteinas quinasas dependien-
tes de Ca%* (CDPK).

Un proceso celular mediado por el CaZ*en el
citoplasma o en el nucleo, comienza con la
generacién senal especifica de la variacion
en su concentracién, por una actividad sin-
cronizada de canales, bombas y transporta-
dores. Los cambios en el nivel citosélico de
Ca?* libre son detectados por un conjunto
especifico de proteinas sensoras de Ca?*. La
primera clase de sensores sin ningun dominio
de respuesta (por ejemplo, la calmodulina y
las proteinas semejantes a la calcineurina B),
se une al calcio y logra cambios conformacio-
nales que, en cambio, regulan la actividad y la
funcién de disimiles proteinas blanco o regu-
lan la expresién de determinados genes. Tales
sensores se denominan sensores relay. Los
sensores de un segundo grupo se llaman
“responders”, pues presentan dominios efec-
tores (por ejemplo las proteinas quinasas) a
través de los cuales ellos activan sus blancos
(Reddy y Reddy, 2004). El motivo estructural
EF-hand es el sensor predominante de calcio.
Este es altamente conservado y cuenta con
29 aminoacidos y una estructura hélice-lazo-
hélice, la que asemeja a una mano. El lazo
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consta de 12 residuos conservados que unen
al ion Ca%, lo que provoca cambios confor-
macionales que conllevan a la exposicion de
paquetes hidrofébicos, los que, en cambio,
facilitan la interaccién de la proteina con
otras proteinas. La presencia del motivo EF-
hand en las proteinas incrementa su estabili-
dad y su afinidad por el ion calcio (Klimecka y
Muszynska, 2007).

Se han informado la participacion del calcio en
numerosos eventos de respuesta de la planta al
estrés abiotico por ejemplo, la presencia de
Ca?* puede reducir la magnitud del efecto
negativo de la salinidad en el crecimiento,
fendmeno que se ha atribuido al efecto estabi-
lizador de la membrana y al mantenimiento de
su capacidad selectiva (Marschner, 1995). El
Ca2* extracelular podia reducir la pérdida de K*
inhibiendo los canales de salida KORC (Murata
et al., 2000), y disminuir la entrada de Na*
mediante la inhibicion de canales KIRCy sobre
todo VIC (Maathuis y Amtmann, 1999). Por
otra parte, el Ca?* intracelular tendria un
papel no menos esencial en la absorcion de K*
y la selectividad K*/Na* en condiciones salinas
mediante la modulacién de otros transporta-
dores iénicos como SOS1 (Zhu, 2000). La expre-
sion del gen SOS7 es dependiente del complejo
S0S2/S0S3, donde SOS2 es una proteina quina-
say SOS3 es una proteina sensora de Ca?* (Hus-
sain et al., 2008). Este aspecto sera analizado
mas detalladamente en un epigrafe posterior.
Se conoce que el papel del Ca** es complejo, ya
que actua como intermediario en la cascada de
sefales que conducen a la transcripcion de
numerosos genes involucrados en la respuesta
adaptativa (Chinnusamy et al., 2005).

Mecanismos de transduccion de seiales
en plantas

Via SOS

La regulacién de la homeostasis idnica celu-
lar durante el estrés salino es crucial para la

tolerancia de las plantas a la salinidad. Como
se plantea anteriormente una de las res-
puestas de las plantas frente a la salinidad y
la sequia, es un incremento transitorio del
Ca?* citosélico y la consiguiente activacion
de la expresidon y/o actividad de proteinas
sensoras de Ca’*. La identificacion de la via
SOS en Arabidopsis thaliana revelé compo-
nentes y mecanismos involucrados en la res-
puesta de la planta al estrés i6nico. Analisis
moleculares diferentes de mutantes sos de
Arabidopsis condujeron a la identificaciéon
de componentes (SOS1, SOS2 y SOS3) de la
via que transduce una sefial de estrés induci-
da por Ca?* para restablecer la homeostasis
ionica celular (Bargmann et al., 2009).

El componente SOS3 es un sensor de Ca%*
esencial para transducir la sefal de estrés
inducida por Ca?*y para la tolerancia a la sali-
nidad de Arabidopsis. SOS3 codifica una pro-
teina que une CaZ* con un motivo estructural
de N-miristoilacién y tres dominios EF-hand
que unen Ca?*. La secuencia aminoacidica de
SOS3 mostré una semejanza significativa con
la subunidad reguladora de la calcineurina
de levaduras y sensores de Ca?* neuronales.
Una mutacién que reduce la capacidad de
S0S3 de fijar Ca%*, rinde mutantes hipersensi-
bles a la salinidad; este defecto pudo ser par-
cialmente salvado por la adicién de elevados
niveles de Ca%* al medio de crecimiento. La
afinidad con que SOS3 une Ca?* es menor
comparada con otras proteinas que unen
Ca?* tales como la caltractina y la calmoduli-
na (Ishitani, et al., 2000).

La busqueda de determinantes para la tole-
rancia a la salinidad también condujo a la
identificacion del locus SOS2 que codifica
una serin-treonin-protein quinasa, con un
dominio quinasa catalitico N-terminal simi-
lar al SNF1/AMPK y un Unico dominio c-ter-
minal regulador. En condiciones celulares
normales, ambos dominios interactian uno
con otro, probablemente impidiendo la fos-
forilacion del sustrato, bloqueando la entra-
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da del mismo al centro activo. En presencia
de Ca?*, SOS3 activa la quinasa SOS2. El
motivo estructural FISL en el dominio regu-
lador de SOS2 es necesario y suficiente para
la interaccion con SOS3 y la deleccién de
este motivo activa constitutivamente la qui-
nasa SOS2. El cambio de la treonina 168 en
el dominio quinasa, por el acido aspartico
también condujo a la producciéon de una
quinasa SOS2 constitutivamente activa. La
sobreexpresion de la forma activa de SOS2
bajo el control del promotor CaMV35S, res-
cata el fenotipo sensible a la salinidad tanto
de SOS2 y SOS3, sosteniendo la idea de que
ambas funcionan en la misma via sefaliza-
dora de Ca?* durante el estrés salino (Chin-
nusamy et. al., 2004).

El primer blanco de la via SOS3-SOS2 se iden-
tific6 mediante analisis genético molecular
de los mutantes sos1 en Arabidopsis. Al igual
que sos2 y sos3, el sos1 es hipersensible a la
salinidad y los tres mutantes acumulan ma-
yores niveles de sodio que los encontrados
en las plantas nativas. Se concluyé que SOS1
codifica un intercambiador (antiporter) Na*/
H* de la membrana plasmatica, con una por-
cion citoplasmatica bien larga. El complejo
quinasa SOS3-SOS2 parece que controla tan-
to la expresion como la actividad de SOS1.
Durante el estrés salino los niveles de trans-
criptos de SOS1 disminuyen en mutantes sos3
y sos2. Se ha demostrado que el complejo
quinasa SOS3-S0S2 fosforila directamente a
SOS1 (Vijayan et al., 2009).

La miristoilacion de SOS3 es crucial para la
tolerancia a la salinidad, pues cuando esta
regién sufre una mutacion (G2A) se produ-
ce una hipersensibilidad a la salinidad. Esto
se debe posiblemente a que la miristolia-
cion constitutiva de SOS3 permite reclutar a
SOS2 hacia la membrana plasmatica, acer-
candolo a su blanco SOS1. Otros estudios en
los cuales la via SOS fue funcionalmente
reconstituida en Sacharomyces cerevisiae,
demuestran también que la sefal del estrés

salino inducida por calcio se transduce por
el complejo quinana SOS3-SOS2 para activar
SOS1 y reestablecer la homeostasis i6nica.
También se sugiere que el eflujo de Na* que
experimentan las células de la raiz durante
el estrés salino puede mejorar por la activa-
cion de SOS1 por el complejo SOS3-S0S2 y
que SOS1 probablemente también recupera
el Na* a partir del xilema, por lo que evitan
el exceso de este mineral en el tallo (Chin-
nusamy et. al., 2004).

Se han encontrado otros blancos de la via
SOS. Por ejemplo, en Arabidopsis la entrada
de Na* dentro de las células de la raiz durante
el estrés salino ocurre mediada por AtHKT1,
un transportador de Na* de baja afinidad. La
mutacion atkt1 suprime la mutacién sos3, lo
que sugiere que el complejo quinasa SOS3-
SOS2 puede prevenir el influjo de Na*, inacti-
vando la proteina HKT1 o inhibiendo la
expresion del gen HKT1 durante el estrés sali-
no. Ademas la actividad del antiporter vacuo-
lar Na*/H* pudiera ser activada por la via
SOS3-S0S2. Las evidencias disponibles sugie-
ren que la via SOS es especifica para la home-
ostasis idnica bajo el estrés salino.

Via de las CDPKs

La subfamilia CDPKs son proteinas mono-
méricas con una masa molecular de 40 a
90kDa. Las CDPKs constan de cinco domi-
nios: un dominio N-terminal variable, el do-
minio quinasa, el dominio autoinhibitorio,
el dominio autorregulatorio (semejante a la
calmodulina) y un dominio C- terminal de
longitud variable (Harmon, 2003).

Entre las 5 isoformas de CDPKs, los extremos
N y C terminal son variables. Ninguna isofo-
forma es una proteina integral de membra-
na, aunque un significativo porcentaje de
las mismas, tienen sitios potenciales de
miristoilacion en el inicio de su dominio N
terminal altamente variable, lo que se aso-
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cia con la unién a la membrana de las
CDPKs. Ademas se ha localizado la secuen-
cia PEST en el extremo amino terminal de
algunas CDPKs (la secuencia PEST es una
regiéon rica en prolina, glutamina, serina y
treonina, la cual se encuentra en proteinas
que sufriran degradacion proteolitica). El
dominio quinasa conservado es tipico de las
serin-treonin quinasas y el lazo de activa-
cion (entre los subdominios VIl 'y VIII) contie-
ne residuos acidos por lo que no es necesa-
rio fosforilar el lazo para activar la quinasa.
Adyacente al dominio catalitico estd el
dominio autoinhibitorio que contiene una
secuencia seudosustrato que puede interac-
tuar con el sitio activo e inhibir su actividad.
El dominio regulatorio semejante a la cal-
modulina, que contiene 4 dominios EF-hand
y es capaz de unir cuatro moles de Ca?* por
mol de enzima. El dominio C-terminal rela-
tivamente corto sigue al dominio regulato-
rio (Klimecka y Munszynska, 2007).

Las CDPKs pertenecen a una familia multi-
génica, por ejemplo, en Arabidopsis thalia-
na existen 34 genes para las CDPKs. En otras
plantas también se ha detectado esta fami-
lia multigénica por ejemplo soya (Glycine
max), tomate (Lycopersicon esculentum),
arroz (Oryza sativa) y maiz (Zea mays). Las
isoformas de CDPKs de soya (o, B, v) difieren
en sus patrones de expresiéon del ARN y en
sus propiedades cineticas y bioquimicas,
incluyendo su capacidad para unir el calcio.
Esto sostiene la hipétesis de que las CDPKs,
a pesar de ser miembro de una sola familia,
juegan diferentes papeles mediando las res-
puestas a varias sefiales de Ca?* (Klimecka y
Munszynska, 2007).

Como se ha dicho anteriormente, en res-
puesta a la sequia y la salinidad, las plantas
exhiben elevaciones del nivel de calcio cito-
plasmatico descifrado por las CDPKs (Knigth
y Knight, 2001). La elevacion en los niveles
transcripcionales, asi como un incremento de
la actividad de las CDPKs, se observé como

respuesta a diferentes estreses. En raices y
tallos de plantulas de arroz de 10 dias, des-
pués del tratamiento con salinidad se incre-
mento el nivel de transcriptos de OsCDPK. La
sobreexpresion de OsCDPK en lineas transgé-
nicas de arroz, permitié obtener plantas mas
tolerantes a la sequia y la salinidad, por
tanto la OsCDPK parece jugar un papel
importante en la tolerancia del arroz a dife-
rentes tipos de estreses (Saijo et al., 2000).

En hojas de tabaco el gen NtCDPK1, se regu-
la transcripcionalmente por el NaCl y otros
tipos de estrés. Los niveles de ARNm se
incrementan después de 1-2 horas de trata-
miento (Yoon et al., 1999). Los transcriptos
de otra CDPK de tabaco, NtCDPK4, se indu-
jeron por el tratamiento con Nacl. Los nive-
les maximos de transcriptos después de 30
minutos de tratamiento con NaCl y retorno
a los niveles basales en 2 horas (Zhang et al.,
2005). El anélisis Nothern Blot del ARN, ais-
lado de plantas de Arabidopsis, indico que
el ARNm correspondiente al AtCDPK1 y
AtCDPK2 se indujeron rapidamente induci-
dos por la sequia y por la salinidad, no asi
por las bajas o altas temperaturas. Estos
hechos sugieren que un cambio en el poten-
cial osmotico del ambiente dispara la induc-
cion de AtCDPK y AtCDPK4 (Urao et al.,
1994). Un incremento en la actividad de una
CDPK de 51 kDa se observo en plantas de
arroz sometidas a estrés por salinidad, frioy
sequia (Li y Komatsu, 2000).

Se han mostrado las funciones de las CDPKs
en la transducciéon de la sefal del ABA, pero
se carece de evidencias genéticas molecula-
res que relacionen determinados genes que
codifican para las CDPKs con las funciones
biologicas a nivel de la planta completa.
Zhu y colaboradores (2007) informaron que
el ABA estimulé dos CDPKs homologas en
Arabidopsis thaliana, CPK4 y CPK11. Las mu-
taciones en estos genes condujeron a feno-
tipos insensibles al ABA en cuanto a la ger-
minacion de la semilla, el crecimiento de la
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plantula, el movimiento estomatico y dismi-
nucién de la tolerancia al estrés salino. Las
quinasas CPK4 y CPK11 fosforilan in vitro
dos factores de transcripcién activados por
el ABA, ABF1 y ABF4, lo que sugiere que
estas quinasas pudieran regular la sefaliza-
cion del ABA a través de estos FT.

Via de las MAPKs

En plantas, las cascadas MAPK participan en
la transduccién de las sefales de auxinas y
citoquininas, se implican en la respuesta a
las heridas y a los patdégenos, asi como en la
transduccion de sefiales de estrés ambiental
(Xiong y Zhu, 2001). La via MAPK se activa
por receptores/sensores tales como protei-
nas tirosina quinasas, receptores acoplados
a proteinas G y dos componentes tirosina
quinasas, en respuesta al estrés osmoético y
es responsable de la produccién de osmoli-
tos importantes en el ajuste osmético y/o la
respuesta a la detoxificacion (Rodriguez et
al., 2005). Estas cascadas estan altamente
conservadas en eucariotas y constan de tres
proteinas quinasas (Beckers et al., 2009). El
nucleo de las cascadas MAPK consiste en
tres quinasas que se activan secuencialmen-
te por una quinasa upstream. La MAP qui-
nasa quinasa quinasa (MAPKKK), después
de su activacién, fosforila la MAP quinasa
quinasa (MAPKK) en residuos de treoninay
serina (Ning et al.,, 2008). Esta MAPKK,
doblemente especifica, fosforila en cambio
a la MAP quinasa (MAPK) en residuos con-
servados de treoninay serina. La MAPK acti-
vada puede, tanto migrar al nucleo para
activar los factores de transcripcion directa-
mente, o activar otros componentes de la
sefial para regular la expresiéon de genes,
proteinas asociadas al citoesqueleto y activi-
dades enzimaticas determinadas, o marcar
ciertas proteinas marcadas para su degrada-
cién (Rodriguez et al., 2005).

El genoma de Arabidopsis codifica aproxima-
damente 60 MAPKKKs, 10 MAPKKs y 20
MAPKs (Chisunnamy, 2004). Los miembros de
la cascada MAPK se activan por mas de un
tipo de estrés, lo que sugiere que las cascada
MAPK actian como punto de convergencia
en la sefalizacion del estrés abidtico. Se des-
cubrié la cascada MAPK de Arabidopsis que
consta de AtMEKK1, AtMEK1/AtMKK2 vy
AtMPK4. El estrés salino indujo la expresion
y actividad de AtMEKK1 la cual activa la
AtMPK4 in vitro. La AtMPK4 se activa por el
frio, la sequia y el estrés osmoético. Aunque
las entradas y salidas de la via AtMPK4
AtMPK4 no se han definido, un analisis de
microarreglo de mpk1 indicé que los niveles
de transcriptos de un antiporter Na*/H*
(AT4623700) se regula negativamente por la
AtMPK1 (Chisunnamy, 2004).

En alfalfa una MAPK se activa después de
diez minutos de tratamiento con frio, con
sequia y estrés mecdanico, pero no cuando
son sometidas a calor, estrés salino o ABA
exogeno (Jonak et al., 1996), lo que sugiere
que esta MAPK media la sefalizaciéon del
estrés por frio y por sequia, mediante una
via independiente de ABA.

Otros componentes de la cascada MAPK se
han identificado en arroz, maiz, tabaco y to-
mate, en base a la conservacién de su secuen-
cia, aunque se plantea que sus funciones
fisiologicas especificas en plantas son en su
mayoria desconocidas (Ning et al., 2008).

La NPK1 (nicotiana protein kinase) se en-
cuentra de forma natural en tabaco y se activa
en la presencia de peréxidos. Bajo condicio-
nes de estrés abidtico, esta proteina quinasa
inicia una cascada metabdlica de MAPKs, que
puede inducir la expresion de HSP (heat shock
protein) (Assem et al., 2009).

Tres MAPKs, (ANP1, ANP2, ANP3) en Arabi-
dopsis comparten una gran similitud con el
NPK1 de tabaco, el cual fue la primera
MAPKKK aislada en plantas (Kovtun et al.,
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2000). Se ha informado el papel de algunos
miembros de la familia de genes de NPK1,
en respuesta a estimulos ambientales en
plantas. EL ANP1, que inicia una cascada de
fosforilacién de dos MAPKs del estrés,
AtMPK3 y AtMPK®6, participa en las vias de
sefalizacion del estrés oxidativo.

Krysan y colaboradores (2002) observaron
que la activacion de numerosos genes rela-
cionados con el estrés en doble mutantes
anp2anp3, lo que sugiere que el ANP en
plantas silvestres funciona normalmente
para regular la respuesta al estrés. Por otro
lado, plantas transgénicas de tabaco que
sobreexpresan el NPK1 muestran incremen-
tos en su tolerancia a la salinidad.

Ning y colaboradores (2008) informaron la
evolucion, estructura y perfiles de expresion
de 21 genes similares a NPK1 en el genoma
de arroz. Especialmente interesante resulté
que todos los genes en cluster se inducen
por la sequia y la salinidad.

Las cascadas MAPK son importantes en la
sefalizacion de los ROS. Numerosos estudios
muestran que las vias MAPK de sefalizacion,
no son solamente inducidos por los ROS sino
también que regulan la producciéon de ROS.
Particularmente MPK3 y MPK6 muestran
efectos pleitropicos en varios procesos con-
trolados por los ROS, particularmente la
apertura estomatica (Pitzschke y Hirt, 2009).

Seializacion mediada por fosfolipidos

La membrana plasmatica percibe y transmi-
te sefiales ambientales. El estrés osmético
conduce frecuentemente a alteraciones en
la fluidez de la membrana y se sabe que los
cambios en los fosfolipidos son eventos
importantes que median las sefales del es-
trés osmotico en plantas. La hipotesis mas
comun es que los fosfolipidos son escindi-
dos por fosfolipasas, las cuales producen

segundos mensajeros derivados de fosfolipi-
dos (Munnik y Testerink, 2009). Los fosfoli-
pidos de membrana constituyen un sistema
dindmico que genera una multitud de mo-
léculas sefalizadoras tales como: inositol
1,4,5-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG),
acido fosfatidico (PA). En plantas, asi como
en otros organismos, se distinguen cuatro
tipos de fosfolipasas en dependencia de su
sitio de ruptura: fosfolipasa D (PLD), fosfoli-
pasa C (PLC) y fosfolipasa A1y A2 (PLA1y
PLA2). La sefalizacién mediada por fosfoli-
pidos puede ser regulada a través de prote-
inas G y puede estar relacionada con el cal-
cio (Mahajan y Tuteja, 2005).

La fosfolipasa C (PLC) cataliza la hidrolisis del
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP3) en IP3y
DAG, los cuales actan como segundos men-
sajeros. EL IP3 libera el calcio de los depositos
internos, a través de canales de calcio de
unién a ligando, mientras que el DAG per-
manece en la membrana donde recluta y
activa miembros de la familia de proteina
quinasa C (Munnik y Testerink, 2009).

Numerosos estudios muestran en varias espe-
cies de plantas que los niveles de IP3 se incre-
mentan rapidamente en respuesta al estrés
osmotico (Dewald et al., 2001). Los niveles de
IP3 también se incrementaron después del
tratamiento con ABA administrado de forma
exogena en protoplastos de Vicia faba (Lee
et al.,, 1996) y en plantulas de Arabidopsis
(Xiong et al., 2001). Un gen de Arabidopsis
que codifica para una PLC, AtPLC, se induce
también por el estrés salino y la sequia. En
células acompanantes, el IP3 indujo el incre-
mento de calcio citoplasmatico que condujo
al cierre estomatico y asi a la retencién del
agua en la célula (Sanders et al., 1999).

La fosfolipasa D cataliza la hidrolisis de fos-
folipidos estructurales tales como la fosfati-
dilcolina. En el genoma de Arabidopsis exis-
ten 12 genes que codifican fosfolipasas D,
mientras que en animales se encuentran
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solo 2y 1 en levadura. La familia fosfolipasa
D en plantas se divide en 6 clases en depen-
dencia de la homologia en su secuencia y
sus propiedades bioquimicas (Wang, 2005).
Se ha sugerido que la fosfolipasa D participa
en numerosos procesos tales como: transpor-
te vesicular, degradacién de membranas y
sefalizacion intracelular. Se ha informado
que la fosfolipasa D participa en eventos de
sefalizacién que ocurren en respuesta a una
multitud de estimulos: la congelaciéon, las
heridas, la interaccion planta-patdgeno, la
deshidratacion y el estrés salino (Bargmann
y Munnik, 2006). Se cree que al acido fosfa-
tidico generado por la accion de la fosfoli-
pasa D actua como segundo mensajero en
la sefalizacién de estos eventos; donde se
genera de forma rapida y transiente duran-
te la respuesta al estrés y participa en las
cascadas de sefalizacién reclutando las pro-
teinas hacia las membranas celulares y/o
influenciando su actividad (Wang, 2005).

Se ha relacionado las foslipasa D con la salini-
dad y el estrés hiperosmético en numerosos
estudios. En suspensiones celulares de tomate
tratadas con NaCl se increment6 la expresiéon
del gen LePLD o 1 (Laxalt et al., 2001). Tam-
bién se indujo la expresion del gen AtPLD 6,
mediante el tratamiento salino y por deshi-
dratacion en plantas de Arabidopsis (Mane et
al., 2007). La expresion “antisense” de AtPLD
a 1 en Arabidopsis condujo a un incremento
en su sensibilidad al estrés por sequia (Mane
et al., 2007). Adicionalmente mutantes kcnock-
out pld_3 son hipersensibles al estrés salino,
asi como al estrés hiperosmético, mientras
que las plantas que sobreexpresan este gen
resultaron mas resistentes a estos tipos de
estreses (Hong et al., 2008).

Bargmann y colaboradores (2009) examina-
ron la funcién del gen PLDa y & en la res-
puesta de suspensiones celulares de tomate
y plantas a la salinidad asi como el déficit
hidrico. También emplearon simple y dobles
mutantes de Arabidopsis pldal y P.D. De-

mostraron que ambas clases de fosfolipasa
D se activan por diferentes tipos de estreses
y que la carencia de estos genes en Arabi-
dopsis disminuye la tolerancia a los medios
salinos e hiperosmético. De forma significa-
tiva los dobles mutantes son mas sensibles
que los mutantes simples.

La fosfolipasa A cataliza la hidrélisis de los
fosfolipidos en lisofosfolipidos y acidos gra-
sos libres, tanto en la posicion 1 del esquele-
to del glicerol (PLA1) o en la posiciéon 2
(PLA2) (Munnik y Testerink, 2009). Las plan-
tas contienen numerosas PLA. En Arabidop-
sis se distinguen tres familias de fosfolipasas
diferentes, aunque en su mayoria no esta
claro cuales son sus sustratos y cual posicion
hidrolizan; algunas exhiben actividades acil-
transferasa o acilhidrolasa. Como tal, no esta
claro si sus efectos se reflejan en el metabo-
lismo lipidico en general o en la sefaliza-
cion. No obstante se incrementan las eviden-
cias de que las PLA estan involucradas en la
resistencia a enfermedades, las auxinas y la
luz (Yang et al., 2007). Por otro lado, se plan-
tea que los lisofosfolipidos participan en la
sefializacion celular. En particular la lisosfati-
dilcolina, que se ha sugerido como activador
de un antiporte vacuolar H*/Na*, que regula
el pH citosdlico en respuesta a elicitores
patégenos (Viehweger, et a., 2006).

Regulacion de la expresion de genes
por factores de transcripcion

Los diferentes genes de respuesta al estrés
pueden ser categorizados en genes de in-
duccién temprana y genes de induccion tar-
dia. Los primeros son inducidos dentro de
minutos de la percepciéon de la seial del es-
trés y con frecuencia se expresan de forma
transiente. Varios factores de transcripcion
se incluyen entre este tipo de genes, pues su
induccién no requiere la sintesis de nuevas
proteinas. En contraste, la mayoria de los
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genes activados por el estrés se activan len-
tamente y su expresién es frecuentemente
sostenida (Mahajan y Tuteja, 2005).

Los FT se consideran esenciales para los pa-
trones de expresion espacial y temporal de
numerosos genes. Estas proteinas se caracte-
rizan por su capacidad para unirse a secuen-
cias reguladoras particulares en los genes
que controlan para activar o desactivar su
expresion. Poseen un motivo estructural ca-
racteristico, el dominio de unién al ADN, el
que participa en el reconocimiento a una pe-
quefa secuencia de ADN (usualmente entre
4-8 pb). En base a la estructura del dominio
de unidn al ADN, los FT en plantas, se clasifi-
can entre 50 y 60 familias, y constituyen
entre un 5y un 7% de los genes que codifi-
can proteinas (Gray, et al., 2009). En el geno-
ma de Arabidopsis, por ejemplo, alrededor
del 5,9% codifica para mas de 1500 FT. En
este epigrafe se hace referencia a algunos FT
que regulan la respuesta de la planta frente
al estrés a la sequia la salinidad.

Se han identificado los principales regulo-
nes que se activan en respuesta al estrés
abiotico en Arabidopsis. Por ejemplo, los
DREB (dehydration responsive element bin-
ding protein) y CBF (C-repeat binding fac-
tor), funcionan en la expresién de los genes
independientes de ABA. Mientras que los
ABRE (ABA-responsive element) y ABF (ABA
binding factor), funcionan de forma depen-
diente del ABA. Ademas de estas vias princi-
pales, otros regulones tales como el NACy
el MYB/MYC, participan en la expresién de
los genes de respuesta al estrés abidtico.
Numerosos estudios indican que los regulo-
nes DREB1/CBF, DREB2, AREB/ABF, y NAC tie-
nen importantes funciones en la respuesta
de la planta frente al estrés abiotico (Nakas-
hima et al., 2009).

El conocimiento de la regulacion de los ge-
nes, es particularmente importante en el caso
de rasgos multigénicos tales como la toleran-

cia a la sequia debido a que vias reguladoras
diferentes determinan la expresién de un
conjunto completo de genes. En genes regu-
lados por el ABA y el estrés osmotico, uno o
mas ABREs (ABA response elements), juegan
un importante papel en la actividad del pro-
motor. Los ABREs tienen un nucleo ACGT. Las
proteinas que se unen a estos ABREs contie-
nen una regién basica con motivos zipper de
leucina. Los promotores ABREs y DRE (dehy-
dration response element) juegan un impor-
tante papel en la regulacién de la expresion
de los genes en respuesta al estrés por
sequia. El DRE también participa en la expre-
sion de genes que responden a la salinidad y
las bajas temperaturas.

Los factores de transcripcion inducibles por el
estrés incluyen miembros de la familia DREB
(DRE binding protein), la familia ERF (ethyle-
ne-responsive element binding factor), la
familia de “dedos de zinc”, la familia bHLH
(basic helix-loop-helix), la familia bZIP (basic
domain leucin zipper) y la familia de los fac-
tores de transcripcion “homeodomain”. Es-
tos factores de transcripcion pudieran regu-
lar varios genes inducibles por el estrés,
cooperativamente o de forma separada. El
factor de transcripcion DREB1A interactua
especificamente con el promotor DRE e
induce la expresién de genes de tolerancia
al estrés. La sobreexpresion del ADN com-
plementario que codifica para DREB1A en
plantas transgénicas de Arabidopsis, activa-
ron la expresion de genes de tolerancia al
estrés bajo condiciones normales de creci-
miento y resulté en una mejoria de la tole-
rancia a la sequia y la salinidad. El analisis
funcional de estos factores de transcripcion
inducibles por el estrés proporciona mas
informacion acerca de la compleja red regu-
ladora de genes involucrados en la respues-
ta a la sequia y la salinidad. EI ABRE es el
principal elemento que actua en cis en la
expresion de genes en respuesta al ABA. FT
similares, DREB2A y DREB2B se activan por
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el estrés osmotico y pueden inducir la ex-
presion de genes en respuesta a este tipo de
estrés. Las proteinas de unién a estos com-
plejos de respuesta al ABA contienen domi-
nios bZIP, por ejemplo, la EmBP1 de trigo,
TAF1 de tabaco, OSBZ8 y OSZD1 de arroz.
Algunos de estos TF son inducidos ellos mis-
mos a niveles transcripcionales por el ABA o
tratamiento de estrés.

Zhen y colaboradores (2009) caracterizaron
funcionalmente el gen NAC, que codifica el
factor de transcripcion ONACO045, conside-
rando su papel en la tolerancia al estrés
abidtico. Los analisis de expresion revelaron
que el ANACO045 se induce por la sequia y la
salinidad y el tratamiento con ABA en hojas
y raices de plantas de arroz. Ensayos de acti-
vacion transcripcional en levadura indicaron
que el ONACO045 funciona como activador
transcripcional. Plantas transgénicas de
arroz que sobreexpresan el ONAC045 mos-
traron mayor tolerancia a la sequia y la sali-
nidad. Estos resultados sugieren que este FT
responde al estrés y pudiera ser un blanco
de la ingenieria genética para obtener plan-
tas tolerantes a la salinidad.

Se han informado algunos factores de trans-
cripcion tales como CBF1/DREB1B (Jaglo-
Ottosen et al., 1998), OsbZIP72 (Lu et al.,
2008) y AtMYB44 (Jung et al., 2008), que
estan involucrados en la respuesta de la
planta al estrés abiotico. Las plantas trans-
génicas que sobreexpresan estos genes pu-
dieran incrementar su tolerancia a varios
tipos de estrés abiodtico (Zhang et al., 2008).

El FT OsbZIP23es un miembro de la familia
de factores de transcripcion bZIP y su expre-
sion se induce fuertemente por condiciones
abidticas estresantes tales como la salinidad
y la sequia, asi como por el ABA. Xiang y cola-
boradores (2009) obtuvieron que mas de 30
genes son posibles blanco de este FT, por lo
que plantean que es un FT de amplio espec-
tro. Proponen, ademas que el OsbZIP23 es el

principal FT de esta familia en arroz y confie-
re tolerancia a la salinidad y la sequia.

Hasta la fecha se ha descrito varios genes
myb que se activan en la planta como res-
puesta a la sequia. Por ejemplo en Arabidop-
sis se induce el FT AtMYB2 por la deshidrata-
ciéon, y actia como activador transcripcional
de los genes que se inducen en la presencia
del ABA durante la sequia. Ademas, el FT
BcMYBT1 aislado de Boea crassifolia se indu-
ce fuertemente también por la sequia (Du
et al., 2009).

Consideraciones finales

El conocimiento de las vias de transduccion
de sefiales en plantas es bastante limitado,
en comparaciéon con el existente sobre las
vias de transduccién de sefiales en animales
y microorganismos.

Las plantas deben ser capaces de soportar un
medio ambiente adverso, sin poder cambiar
su habitat como es el caso de los animales, es
por ello que deben desarrollar mecanismos
que le permitan percibir las variaciones en
el medio, trasladar esa informacién al inte-
rior de sus células y elaborar una respuesta
que le permita adaptarse. En este sentido,
es necesario dirigir algunas investigaciones
a la determinacion de las estructuras que le
permiten a las plantas detectar los cambios
en el medio ambiente.

Numerosos estudios genéticos y molecula-
res han revelado que las vias de transduc-
cion de sefales en plantas frente a la sequia
y la salinidad, involucran numerosos compo-
nentes. La multiplicidad de informacién
contenida en el estrés por sequia y por sali-
nidad (entiéndase estrés osmotico, estrés
oxidativo, toxicidad i6nica) fundamenta la
complejidad de la sefializacion de este feno-
meno, pues la respuesta al mismo no es una
via lineal, sino un complejo circuito integra-
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do que involucra multiples rutas y comparti-
mientos celulares especificos, tejidos y la
interaccion de moléculas sefializadoras para
coordinar una respuesta especifica a un esti-
mulo dado. Por ejemplo, se ha descrito la via
SOS que involucra una proteina de unién al
calcio, que activa una quinasa, que a su vez
es capaz de fosforilar determinadas protei-
nas involucradas en la respuesta al estrés por
salinidad y sequia, especificamente para res-
tablecer la homeostasis idonica. Hasta la
fecha se han descrito algunas, pero pueden
existir otras cuya existencia y posible funcion
se desconocen y seria importante continuar
las investigaciones en este sentido.

Asimismo, seria util profundizar en el cono-
cimiento acerca de los diferentes compo-
nentes de la cascada MAPK y sus funciones
especificas en la tolerancia de las plantas a
la salinidad y la sequia.

Ademas la tolerancia a la sequia y la salini-
dad son rasgos multigénicos, por lo que su
regulacion genética resulta en extremo
compleja. Se han caracterizado un gran nu-
mero de factores de transcripcion, pero el
conocimiento de su interaccion con otras
moléculas dentro de la via de sefalizacién
es, en su mayoria, escaso. Por tanto, se debe
continuar profundizando el conocimiento
acerca de los factores de transcripciéon que
regulan la expresion de los genes de res-
puesta al estrés, asi como su interaccién con
promotores, con enzimas (ARN polimerasa 'y
otras) y con otros factores de transcripcién.

Otras lineas de investigacion en este campo
involucran el estudio de la interconexién de
estas vias de sefalizacién, asi como su rela-
cion con las vias de respuesta a otros tipos
de estrés abiotico y bidtico. También seria
interesante conocer como estan dispuestos
en la membrana celular los componentes de
las vias de transduccién de sefiales que se
asocian a esta estructura, ;se agregan cuan-
do se percibe la sefal del estrés, o forman

empaquetamientos en la membrana que le
permiten una interaccién mas eficiente? Sin
dudas son muchas las interrogantes y los
retos, que con los nuevos adelantos de la
protedmica funcional y la metabolémica, se
iran solucionando en el futuro.
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Efecto de la fertilizaciéon quimica y organomineral sobre
la produccion de canola en secano bajo labranza reducida
en Michoacan, México

B.L. Gdmez y M.A. Cepeda

INIFAP C.E. Uruapan. Avda. Latinoamericana N° 1101. Col. Revolucién. C.P. 60500 Uruapan, Michoacan,
México. E-mail: blucatero@prodigy.net.mx

Resumen

En el 2006 se establecié un experimento de canola con el hibrido Hyola 401 en la regién centro occi-
dente de México, donde se evaluaron bajo labranza reducida 10 tratamientos derivados de la combi-
nacion de dos fertilizantes organominerales: Silifertidol Plus y Fosfosilidol, con las formulas de fertili-
zacion 120-60-80 y 90-45-60 de nitrégeno, fésforo y potasio, respectivamente, asi como cada uno de
ellos, un testigo absoluto y el testigo regional bajo labranza convencional (120-60-80). Se estudiaron
las variables indice de area foliar, altura de planta, densidad de plantas, silicuas por planta, granos por
silicua, peso de mil granos y rendimiento de grano. Los resultados indicaron alta significancia en la
mayoria de las variables estudiadas. Las variables que mostraron influencia positiva con la aplicacion
del fertilizante quimico + organomineral fueron el indice de area foliar, nimero de silicuas por planta
y peso de mil granos, con incrementos hasta del 109, 126 y 10%, respectivamente; sobre el testigo bajo
labranza convencional ademas estas variables fueron las que presentaron un efecto directo sobre el
rendimiento de grano. Con la fertilizacién organomineral bajo labranza reducida es posible disminuir
la fertilizacion quimica en un 25%, con un incremento en rendimiento de grano de 702 kg ha' sobre
el testigo regional bajo labranza convencional.

Palabras clave: Brassica napus, silicio, rendimiento.

Summary
Effect of the chemical and organomineral fertilization on the production of canola in dry land under
tillage reduced in Michoacan, Mexico

In the 2006 an experiment of canola was established with the hybrid Hyola 401 in the region central
western Mexico, where 10 treatments derived from the combination of two fertilizer organic-mine-
rals: Silifertidol plus and Fosfosilidol were evaluated under reduced tillage, with fertilization 120-60-
80 and 90-45-60 of nitrogen, phosphorus and potassium, respectively, and as well as each of them, an
absolute witness and the regional witness under conventional tillage (120-60-80). Leaf area index,
height of plant, plant density, pods by plant, grains by pod, weight of thousand grains and grain yield
were evaluated. The results indicated high significance in the majority of the studied variables. The
variables that showed positive influence to the application of chemical fertilizer + organic-mineral fer-
tilizer were the leaf area index, number of pods by plant and weight of thousand grains, with increa-
ses until of the 109, 126 and 10%, respectively; on the witness under conventional tillage in addition
these variables were those that presented a direct influence on the grain yield. With the organic-
mineral fertilization under reduced tillage it is possible to diminish the chemical fertilization in a 25%,
with an increase in grain yield of 702 kg ha™' on the regional witness under conventional tillage.

Key words: Brassica napus, silicon, yield.
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Introduccion

México es un pais con graves problemas de
erosion; 80% de su territorio muestra algun
grado de erosién y en el 42% de los suelos
se ha perdido de 25% a 75% de su capa su-
perficial (Anaya, 1989). Las caracteristicas
topograficas y la intensidad de las lluvias
que predominan en el pais caracterizan un
alto riesgo de erosion (Zuiiga et al., 1993),
especialmente en terrenos de ladera donde
se pierden 2,87 t ha™' al afio. Turrent (1986),
estimé que el 61% del area dedicada a culti-
vos anuales en el pais se encuentra en pen-
dientes mayores a 4%. La pérdida de suelo
existe en todos los estados de la Republica
Mexicana, donde Tlaxcala ocupa el primer
lugar con una pérdida de suelo del 74%,
mientras que Baja California Sur se encuen-
tra en el ultimo lugar con el 4,5%; Michoa-
can esta en el puesto 13 con una pérdida del
55% (Ramos, 2007).

En el centro noreste del estado de Michoa-
can se ubica la Meseta Purhépecha, consti-
tuida por 17 municipios entre los que se
encuentra Nahuatzen y abarca una superfi-
cie de 481 711 has, la cual, representa el 8%
de la superficie estatal. En las partes altas
(hasta 3340 msnm) el clima es semifrio sub-
himedo y en las partes bajas (1800 msnm)
el clima es humedo y subhumedo, con una
precipitacion que va desde 1000 a 1500 mm
anuales y un rango de temperaturas media
de 12° C a 18° C (Astier, 2007).

En la Meseta Purhépecha, el 91% de los eji-
dos y comunidades se dedica a la agricultu-
ra de temporal y el sistema que se practica
en el 80% de la superficie es el de "afio y
vez", en el "afo” con monocultivo de maiz
y en el “vez"” permanece en descanso. En
esta region el deterioro ecolégico provoca-
do por la agricultura tiene diversas causas:
1) manejo inadecuado de los recursos natu-
rales: bosques degradados e incendios
forestales (Lemus, 2007); 2) utilizaciéon de

labranza convencional en parcelas con pen-
dientes del 4 al 16% (Astier, 2007), lo que ha
ocasionado una erosion hidrica entre el 62y
71%; 3) los dos aspectos anteriores han
influido en la pérdida de la biodiversidad.
Aunado a lo anterior, los suelo son andoso-
les, con pH acido (pH < 6.0) y su principal
limitante quimica es la capacidad para fijar
el fésforo en la superficie de los minerales
amorfos. Los mecanismos de fijacion de fésfo-
ro en la aléfana e imogolita incluyen procesos
como quimiadsorcion, desplazamiento de sili-
cio estructural y precipitacién. La fraccion
humus forma facilmente complejos con me-
tales como el aluminio. El carbono atrapado
en estos complejos es inactivo y deja de ser
parte del carbono activo de la fraccién organi-
ca. Por otro lado los grupos hidroxilo combina-
dos con el aluminio entran en reacciones de
intercambio con HPO, y H,PO, fijando fuer-
temente el fésforo aplicado (Espinoza, 2004).
La suma de todos estos factores limitan la
produccién de los cultivos, sobre todo del
maiz, obteniéndose un rendimiento medio
de 1800 kg ha™, el cual no garantiza la satis-
faccion de las necesidades econémicas del
productor y su familia (Tapia et al., 2002).

El uso agricola intensivo del suelo, ha pro-
vocado también el desequilibrio de nutrien-
tes contenidos en el suelo, dado que una
parte significativa es removida por la pro-
duccién de grano, el desarrollo vegetativo
del cultivo y de la maleza, la lixiviacién y la
erosion edlica e hidrica. Cuando un suelo ya
estd degradado, la practica del encalado
puede resultar contraproducente, ya que
causa un mayor proceso de degradacion,
cuando se adiciona de manera irracional el
cation (Ca,*), se liberan protones (H*), que
proporcionan un suelo acido y se libera
también silicio amorfo insoluble. Para man-
tener la productividad y sustentabilidad de
los sistemas agricolas es importante com-
prender también el papel del silicio en el
suelo y en el cultivo (Quero, 2006b).
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En los ultimos afos, la labranza de conserva-
cién y el uso de fertilizantes de origen orga-
nico, se han promovido como una alternativa
viable para contribuir a revertir la degrada-
cion de los recursos naturales (Roberts, 2002)
y al cultivo de canola para ayudar a incre-
mentar la biodiversidad. Estas actividades
agricolas se lograran con un manejo apropia-
do de suelos, cultivo, nutrimentos, humedad
y biomasa microbiana, tendientes a fomen-
tar el desarrollo de una agricultura sosteni-
ble en la regién (Bocco et al., 2000).

La implementacion de practicas como la la-
branza de conservacion y el manejo balan-
ceado de la fertilidad del suelo, juegan un
papel muy positivo al secuestrar carbono de
la atmosfera en los cultivos para luego rete-
nerlo en el suelo. Los resultados experimen-
tales han mostrado las ventajas significati-
vas de la labranza de conservacion sobre la
labranza convencional. Bajo condiciones de
ladera y andosoles se encontré en los prime-
ros afos diferencias de 400% mayor erosion
en labranza convencional comparada con
labranza de conservacion (Tiscarefio et al.,
1997). En la cuenca hidrografica de Patzcua-
ro, Michoacan se midié una pérdida de nitro-
geno por ciclo en el cultivo de maiz 2,5 mas
alta con labranza convencional que con
labranza de conservacién (Velasquez et al.,
1997). Mas de cien experimentos, efectuados
en el programa nacional durante cinco afos,
mostraron que la labranza de conservacién
reduce la tasa de erosién en aproximada-
mente 80% en el maiz y 95% en el caso de
trigo comparado con labranza convencional.
A medida que se continta aplicando la
labranza de conservacién, la tendencia es
aumentar aln mas la proteccién del suelo
(Osuna, 1997; Velasquez et al., 1997).

Por otro lado, una fertilizacién balanceada
incrementa la eficiencia del uso de nutrientes
y por esta razén, existe menor probabilidad
de que los nutrientes se pierdan al ambiente
por lixiviacion o escorrentia superficial. Sin

embargo, la fertilizaciéon es un producto con
bajo margen de ganancia para los producto-
res; ademas, su adquisicion se limita por los
altos costo y esto trae como consecuencia
aplicaciones de dosis inadecuadas; lo que
implica menor rendimiento y menor ganan-
cia (Olarte-Ortiz et al., 2000). Entre los ele-
mentos nutricionales de origen mineral para
las plantas se distinguen dos tipos: los macro-
nutrientes y los micronutrientes. Aunque el
silicio es un componente cuantitativo impor-
tante de las plantas superiores, este elemen-
to no estd considerado en forma general
como esencial para ellas. Por lo tanto, no se
incluye en cualquier formulacién de soluciéon
ampliamente utilizada en los cultivos.

El silicio es el segundo elemento mas abun-
dante en la tierra con un 27,7%, después
del oxigeno y es también abundante en la
mayoria de los suelos (Datnoff et al., 1997).
En la naturaleza se encuentran formas bio-
geoquimicas activas de silicio como: moné-
meros, ortosilicico, H,SiO, y metasilicico,
H,SiO,, dimeros, trimeros, polimeros, coloi-
des, agregados coloidales y el silicio amorfo.
Adicionalmente, con la accién de agentes
abioticos, temperatura, lluvia y el CO,
disuelto en el agua en la forma de acido car-
bénico (H,CO,/CO,), actdan sobre los mine-
rales arcillosos y liberan el acido silicico a
una concentracion de 1 a 50 mg kg™, al
mismo tiempo liberan elementos minerales,
formandose silicatos de calcio, magnesio,
potasio, zing, hierro, incrementando gran-
demente la capacidad de intercambio catio-
nico de los suelos y el pH del suelo se torna
basico. En estas condiciones de pH y capaci-
dad de intercambio catiénico los suelos son
altamente productivos (Quero, 2006a).

El silicio aunque no se le considera un nu-
triente esencial, es removido anualmente
por los cultivos en cantidades de 200 a 500
kg ha' y es utilizado por las plantas para
transportar en sus tejidos, minerales y com-
puestos orgadnicos como los azucares, asi
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mismo para formar estructuras, poliméricas y
cristalinas en la cuticula de las hojas, que per-
miten resistir estrés bidtico y abiético. Estruc-
turas ricas en silicio que forman parte de las
hojas son: fitolitos, tricomas y cadenas poli-
méricas presentes en las paredes celulares.
Los tricomas son importantes para la libera-
cién de compuestos con actividad fungicida e
insecticida (Quero, 2006¢). Por lo anterior,
Marschner (1995) y Quero (2006b), menciona
que este elemento controla el desarrollo del
sistema radicular, la asimilacion y distribucion
de nutrientes minerales, incrementa la resis-
tencia de la planta al estrés abidtico (alta 'y
baja temperatura, viento, alta concentracion
de sales, metales pesados y aluminio) y biéti-
co (insectos, hongos, enfermedades).

Los niveles de silicio en el suelo se mejoran
con la aplicacién de compostas (ganaderas),
ya que aportan de 40 a 60 kg-t de silicio,
ademas de nitrégeno, potasio y carbono;
con la aplicacion de fertilizantes minerales
de nueva generacion como el Silifertidol y
Fosfosilidol se aporta de 90 a 150 kilos de
silicio por tonelada de producto, lo que su-
pera al 4% de silicio que contienen los es-
quilmos agricolas (Quero, 2006b). El Silifer-
tidol es un fertilizante mineral compuesto
por carbonato de calcio, carbonato de mag-
nesio y biéxido de silicio; mientras que, el
Fosfosilidol, ademas de estos compuestos
contiene fésforo. Estos fertilizantes por su
origen natural y dado que no son productos
desarrollados quimicamente son aceptados
como fertilizantes organicos (DAMSA, 2006).
Estas técnicas agricolas apoyan la activacion
y degradacion de las arcillas liberando silicio
en la forma de acido ortosilicico (H,SiO,),
manteniendo una concentraciéon entre 20 y
40 ppm en la zona radicular, a lo largo del
desarrollo del cultivo. El acido ortosilicico sera
asimilado por la planta a través del sistema
radicular, para satisfacer las demandas del
cultivo, que en promedio son similares a las
de potasio y nitrégeno, para los cultivos de
arroz, caia de azucar y papa (Quero, 2006b).

En consideracién a lo anterior, los objetivos
del trabajo fueron: a) Seleccionar el trata-
miento de fertilizante quimico y organomi-
neral bajo labranza reducida con mejor res-
puesta al rendimiento de grano; b) disminuir
los costos de produccién e incrementar la
rentabilidad del cultivo al reducir los fertili-
zantes quimicos y c) evaluar el efecto del
fertilizante quimico y organomineral bajo
labranza reducida sobre las propiedades
quimicas del suelo.

Materiales y Métodos

El trabajo se establecié en Nahuatzen, Mi-
choacan, México, durante el ciclo primavera-
verano 2006. El sitio se ubicé entre los 19° 38’
Ny 101° 55’ O, con una altura sobre el nivel
del mar de 2388 m; el clima es templado hu-
medo y un suelo franco arenoso con un pH
ligeramente acido de 6,0 (Figura 1).

La siembra se realizé con el hibrido de cano-
la “Hyola 401" el 22 de junio de 2006 bajo
labranza reducida (rastreo-surcado-escarda)
con la sembradora Dobladense modelo OL-
U2N a una densidad de 3,5 kg ha™'. La semi-
[la fue tratada con Carbofuradan 300TS
(400 ml/3,5 kg semilla) para evitar el dafio
de la plaga del suelo (Familia Carabidae). Se
utilizaron dos fuentes de silicio el Siliferti-
dol Plus y el Fosfosilidos, la composicion de
ellos se muestra en la Tabla 1y el total de
los tratamientos evaluados se presentan en
la Tabla 2. El control de malezas se realiz6 a
los 27 dias después de la siembra con la apli-
cacion de Paraquat (2,0 L ha') en forma diri-
gida, ya que es un herbicida total de contac-
to y Sethoxydim (1,5 L ha™') que es sistémico
y selectivo para hoja angosta, en forma total
ya que no afecta al cultivo. La cosecha se
realizé el 29 de noviembre de 2006.

El disefio experimental fue de bloques com-
pletos al azar con cuatro repeticiones; la
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Figura 1. Ubicacién del municipio de Nahuatzen en el estado de Michoacan, México.
Figure 1. Location of the municipality of Nahuatzen in the state of Michoacan, Mexico.

parcela experimental estuvo formada de
cuatro surcos de 5,0 m de largo y 0,80 m de
ancho, como parcela util se cosecharon los
dos surcos centrales.

Se tomaron datos climaticos diarios (tempera-
tura maxima, minima y precipitacién) duran-
te el ciclo fenolégico del cultivo (22 de junio

al 29 de noviembre de 2006). Las variables
evaluadas fueron: indice de area foliar (se
determind con el equipo Ceptémetro Accu-
Par, modelo PAR-80), altura de planta, densi-
dad de plantas en 8 m™!, numero de silicuas
por planta, niumero de granos por silicua,
peso de mil granos y rendimiento de grano.
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Antes de la siembra, en el terreno donde se
establecié el experimento, se tomaron 6
muestras de suelo en zig zag a una profundi-
dad de 0-25 cm y se formo una muestra com-
puesta, la cual se envio al laboratorio para su
analisis fisico-quimico. Al final del ciclo se
tomé una muestra por cada tratamiento y
repeticion a profundidad de 0-25 cm y se
generd una muestra compuesta por trata-
miento, la cual se envié al laboratorio para
analizar las caracteristicas quimicas del sue-

lo mediante la técnica de espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X, con la micro-
sonda inca,-sight modelo 7373, acoplada a
microscopio electrénico de barrido.

Se realizd un analisis de varianza y las diferen-
cias de los tratamientos se evaluaron al 5% a
través de la comparacion de medias de Tukey
(Steel y Torrie, 1980). Ademas se efectudé un
andlisis econémico para determinar la relaciéon
beneficio costo de cada uno los tratamientos.

Tabla 1. Composicién quimica de los dos fertilizantes organominerales
evaluados en canola de secano. Nahuatzen, Michoacan, México, 2006
Table 1. Chemical composition of the two fertilizers organomineral
evaluated in canola dry land. Nahuatzen, Michoacan, Mexico, 2006

Elemento Cantidad (%)
Siliferidol Plus Fosfosilidol

Silicio 24 31,0
Calcio 23 10,0
Magnesio 12 2,0
Hierro 1,8
Zinc 3,6
Potasio 2,5
Fosforo 9,0

Tabla 2. Tratamientos de fertilizacién evaluados en canola
Table 2. Fertilization treatments evaluated in canola

No. Tratamiento Fertilizacion Organica

Dosis (kg ha") Fertilizacion Quimica (NPK)

1 Silifertidol Plus

2 Silifertidol Plus

3 Silifertidol Plus

4 Fosfosilidol

5 Fosfosilidol

6 Fosfosilidol

7

8

9 Testigo regional
10 Testigo absoluto

500 120-60-80
500 90-45-60
500
250 120-60-80
250 90-45-60
250
120-60-80
90-45-60
120-60-80"

(M Labranza convencional (barbecho-rastreo-surcado-escarda).
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Resultados y Discusion

El andlisis fisico-quimico inicial indicé una
textura franco-arenosa, con un pH modera-
damente acido (6,07), materia organica alta
(2,97%), nitrégeno (8,21 ppm), y fésforo
(2,31 ppm) muy bajos, potasio muy alto (701
ppm) y mediano calcio (2117 ppm).

En la Figura 2, se muestra la distribucion de
[luvias y temperaturas prevalecientes duran-
te el desarrollo fenolégico del cultivo de
canola en el ciclo primavera-verano 2006.
De acuerdo a los requerimientos climaticos,
la canola necesita temperaturas entre 5y 30
°C, ideales entre 20 y 22 °C (Thomas, 2003);
en éste aspecto el desarrollo de la canola se
vio favorecido, ya que desde el periodo
vegetativo hasta el de maduracién (160
dias), las temperaturas maximas oscilaron
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entre 21y 26 °C, de finales de junio a no-
viembre, mientras que, las minimas fluctua-
ron entre 8 y 14 °C; no se presentaron tem-
peraturas superiores de 30 °Cy las inferiores
o iguales a 0 °C sucedieron del 22 al 26 de
noviembre, casi para la cosecha, por lo
tanto, ya no tuvieron efecto sobre el culti-
vo. Lo que causo6 una disminucién del 5% en
el rendimiento de grano, fue la tormenta
con granizo ocurrida el 16 de agosto.

La precipitacion acumulada en esta region
fue de 1187 mm, con una distribucién uni-
forme, lo que indica que el cultivo tuvo sufi-
ciente agua durante todos sus estados feno-
l6gicos. El requerimiento de agua en canola
para su mejor rendimiento depende de la
variedad, manejo del cultivo y el ambiente;
su consumo puede variar entre los 450 a 550
mm durante su desarrollo. Nielsen (1996)
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Figura 2. Condiciones climaticas prevalecientes en Nahuatzen, Mich., México. 2006.
Figure 2. Climatic conditions prevailing in Nahuatzen, Mich., Mexico. 2006.



B.L. Gdmez y M.A. Cepeda ITEA (2010), Vol. 106 (3), 170-183 177

mostro rendimientos de 538 y 3416 kg ha-'
al consumir 249 mm y 521 mm de agua res-
pectivamente.

En la Tabla 3, se muestran los valores me-
dios para el indice de area foliar, altura de
planta y densidad de plantas, observandose
diferencias significativas para el indice de
area foliar y altura de planta con coeficien-
tes de variacién aceptables entre el 6y 28%.
En el indice de area foliar el tratamiento 1,
fue el mejor con un incremento del 108%
sobre el testigo regional, sequido por el tra-
tamiento 4, 5y 8 con ganancias del 57, 52y
43%, respectivamente sobre el testigo regio-
nal. En altura de planta, la mayor correspon-
di6 al testigo regional con 141 cm, con un
incremento entre el 13 y 32% sobre todos
los tratamientos. En la densidad de plantas

no hubo diferencias significativas, el testigo
regional obtuvo 90 plantas en 8 m' y sola-
mente fue superado por los tratamientos 5y
7, los cuales mostraron ganancias de 15y 5
plantas, respectivamente; la densidad de
plantas no es un factor que interfiera en el
rendimiento de grano, debido a la plastici-
dad del cultivo; la reduccién de 80 a 40 plan-
tas por m™' no afecta el rendimiento, siem-
pre que la poblacion se distribuya de forma
uniforme (Angadi et al., 2003).

Esto resultados coincide parcialmente con lo
reportado por Carrillo (2005), ya que al apli-
car silicato de potasio en canola con una ferti-
lizacién quimica de 100-80-00 (nitrégeno, fos-
foro y potasio), incrementé en 7% la biomasa
aéreay en 17% la densidad de plantas, mien-
tras que la altura de planta disminuy6 en 8%.

Tabla 3. Comparacién de medias para el indice de area foliar, altura de planta y densidad
de poblaciéon para los tratamientos evaluados en canola. Nahuatzen, Mich., 2006
Table 3. Comparison of means for the leaf area index, height of plant and plant density
for the evaluated treatments in canola. Nahuatzen, Mich., 2006

Fertilizacion

No. Organo-mineral Quimica ,indice de Altura Densidad de
Tratamiento Area foliar Planta (cm) plantas (8 m")

1 SP 120-60-80 3,67 a 123 b 79
2 SP 90-45-60 2,20 bc 117 bc 81
3 SP 0,89d 103 cd 81
4 FS 120-60-80 2,77 b 123 b 89
5 FS 90-45-60 2,52 b 118 bc 105
6 FS 0,93d 9% d 87
7 120-60-80 2,33 bc 118 bc 95
8 90-45-60 2,68 b 118 bc 74
9 TR 120-60-80 1,76 c 141 a 20
10 TA 0,58d 88d 77
Media general 2,03 114 85
Coeficiente Variacion (%) 13 6 28
Significancia * % * % ns

SP =Silifertidol Plus, FS = Fosfosilidol, TR = Testigo regional (labranza convencional), TA = Testigo Absoluto.
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En estos resultados, se observa que los trata-
mientos con mayor altura, no fueron los que
obtuvieron los valores mas altos de indice de
area foliar, sin embargo, es mas importante
incrementar el indice de area foliar, debido a
que la produccion de materia seca depende
de la actividad fotosintética y ésta de la
radiacién fotosintéticamente activa intercep-
tada por la cubierta vegetal, la cual esta en
funcién del area foliar (Gomez, 2002).

En las variables N° de silicuas por planta, N°
de granos por silicua y peso de mil granos el
andlisis de varianza mostré significancia
para las dos primeras y la ultima fue no sig-
nificativa. En el N° de silicuas por planta el
primer grupo estuvo formado Unicamente
por el tratamiento 2, con un incremento del
126% sobre el testigo regional que obtuvo
314 silicuas por planta; seqguido por los tra-

tamientos 8, 7, 4, 5, y 1 que mostraron ga-
nancias entre 86 y 233 silicuas por planta
sobre el testigo regional; los tratamientos
con fertilizante organomineral y el testigo
mostraron valores inferiores al testigo
regional (Tabla 4).

Para la variable N° de granos por silicua el
testigo regional se vio superado en 3% por
el tratamiento 4, que presenté 33 granos
por silicua; los tratamientos restantes fue-
ron inferiores entre 1y 6 granos por silicua
con respecto al testigo regional. En el peso
de mil granos, Unicamente el tratamiento
10 y 4 mostraron menor peso que el testigo
regional (4,1 g) y los siete tratamientos res-
tantes fueron superiores numéricamente de
0,1 a 0,4 g (Tabla 4), estos resultados coinci-
den con los obtenidos por Tamago et al.
(1999), ya que no observaron influencia de

Tabla 4. Comparacion de medias para el nUmero de silicuas por planta, nimero de granos por

silicua y peso de mil granos para los tratamientos evaluados en canola. Nahuatzen, Mich., 2006

Table 4. Comparison of means for the number of pods by plant, number of grains by pod and
weight of thousand grains for the evaluated treatments in canola. Nahuatzen, Mich., 2006

Fertilizaciéon

No. Organo-mineral Quimica Ne° Ne° Peso de mil

Tratamiento silucuas/planta  granos/silicua granos (g)
1 SP 120-60-80 400 bcd 27 bc 4,2
2 SP 90-45-60 711 a 26 ¢ 4,2
3 SP 176 ef 26 ¢ 4,5
4 FS 120-60-80 493 b 33a 3,6
5 FS 90-45-60 441 bc 30 abc 4,2
6 FS 245 def 26 ¢ 4,5
7 120-60-80 523 b 31 abc 4,2
8 90-45-60 547 ab 27 bc 4,3
9 TR 120-60-80 314 cde 32 ab 4,1
10 TA 137 f 26 C 3,8
Media general 399 28 4,2
Coeficiente Variacion (%) 18 8 11
Significancia *x *k ns

SP =Silifertidol Plus, FS = Fosfosilidol, TR = Testigo regional (labranza convencional), TA = Testigo Absoluto.
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distintas dosificaciones de NPK y elementos
secundarios sobre el peso de 1000 granos.

Ortegon-Morales (2007) menciona que Hyo-
la 401 con 30 plantas m™' presenta en pro-
medio 348 silicuas por planta (Ortegon et
al., 2006) y un peso de 3,04 g por 1000 semi-
Ilas (Berglund, 2004), estas caracteristicas se
modifican principalmente por la densidad
de poblaciéon y las condiciones climaticas
(Ozer, 2003). Entre las componentes se pre-
sentan efectos compensatorios, lo que indi-
ca que a baja densidad de plantas se obtie-
ne mayor N° de silicuas por planta, menor
N° de granos por silicua y mayor peso de
1000 granos (Ali et al, 1996; Momoh y Zhou,
2001; Morrison et al.,1990); estos efectos
compensatorios se observaron en el trata-
miento 4, ya que obtuvo el cuarto lugar en
la densidad de plantas (89 plantas en 8 m™)
y en el N° de silicuas por planta (493 sili-

cuas), primer lugar en el N° de granos por
silicua (33 granos) y el ultimo lugar en el
peso de mil granos (3,6 g).

Las componentes de rendimiento que tuvie-
ron una influencia directa sobre la produc-
cion de grano final fueron el N° de granos
por silicua y el peso de mil granos. Estos resul-
tados, coinciden con los que obtuvo Carrillo
(2005) al aplicar silicio en canola de temporal,
ya que determiné que el N° de granos por sili-
cua fue el que tuvo un efecto directo sobre el
rendimiento de grano y difieren con los obte-
nidos por Angadi et al. (2003), ya que men-
cionan que el numero de silicuas por planta
es el componente de rendimiento mas impor-
tante en la produccién de canola.

En la Tabla 5, se muestra la comparacién de
medias para el rendimiento de grano y se
observé que el primer grupo estuvo confor-
mado por los tratamientos 2, 1, 4y 7, con

Tabla 5. Comparacién de medias para rendimiento de grano, de los tratamientos
evaluados en canola. Nahuatzen, Mich., México, 2006
Table 5. Comparison of means for grain yield in canola, for the treatments
evaluated in canola. Nahuatzen, Mich., Mexico, 2006

Fertilizacion

No. Tratamiento Organo-mineral Quimica Rendimiento de grano (kg ha')
1 Silifertidol Plus 120-60-80 1986 a
2 Silifertidol Plus 90-45-60 1987 a
3 Silifertidol Plus 796 d
4 Fosfosilidol 120-60-80 1970 a
5 Fosfosilidol 90-45-60 1889 ab
6 Fosfosilidol 901d
7 120-60-80 1925 a
8 90-45-60 1627 b
9 Testigo Regional 120-60-80 1285 ¢
10 Testigo Absoluto 742 d
Media general 1511
Coeficiente de variacion (%) 8

Significancia

* %
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ganancias sobre el testigo regional de 702,
701, 685 y 640 kg ha'', respectivamente. El
mejor tratamiento fue la aplicacion de Sili-
fertidol Plus + 90-45-60, con un rendimiento
de 1987 kg ha™. Varios cultivos han mostrado
incremento en rendimiento con la aplicacion
de silicio: arroz, en 1007 kg ha™' (Korndérfer
et al., 1998), cafa de azucar entre el 10 al
50% (Franco y Korndorfer, 1995), fresa en un
25%, (Miyake y Takahashil, 1986), tomate en
145%, pepino un 28% (Miyake y Takahashil,
1983) y canola un 12% (Carrillo, 2005).

El testigo absoluto, la aplicacion de Fosfosi-
lidol y Silifertidol Plus sin fertilizante quimi-
co mostraron una pérdida de 543, 489 y 384
kg ha'' respectivamente, al compararlos con
el testigo regional. Estas disminuciones se
presentaron debido a que la canola es un
cultivo que demanda una enorme cantidad
de nutrientes (Berglud et al., 2007), las
necesidades por cada 1000 kg de grano son

de 60 unidades de nitrégeno y 30 de fosforo
(Grant y Jackson, 2000) y en los tratamien-
tos organominerales no se aplicé nitrégeno
y la cantidad de fésforo fue de 2 a 2,5 uni-
dades; mientras que el testigo absoluto no
recibié ningun nutriente.

Al realizar el andlisis econémico (Tabla 6), la
mayor relacién beneficio costo fue para el tra-
tamiento quimico 120-60-80 bajo labranza
reducida, seguido del Fosfosilidol (500 kg ha™")
+ 90-45-60 y el Silifertidol Plus (250 kg ha™) +
90-45-60, con una ganancia del 63, 55y 54%
respectivamente sobre el Testigo regional.

En lo que respecta a las caracteristicas qui-
micas del suelo, en la Tabla 7 se muestra que
la aplicacion de 500 kg ha™' de Silifertidol
Plus + 90-45-60 bajo labranza reducida in-
crementd la cantidad en el suelo de carbo-
no (40%) y foésforo (24%), asi mismo dismi-
nuyo6 la cantidad de magnesio (8%), calcio

Tabla 6. Analisis econdmico por cada tratamiento de fertilizacion
evaluado en canola. Nahuatzen, Mich., 2006
Table 6. Economic analysis by each treatment of fertilization
evaluated in canola. Nahuatzen, Mich., 2006

Fertilizacién

No. Trat. Organo- Quimica Rend. Valor Ingreso Costo Ingreso  Relacién
mineral grano Produc. Bruto Cultivo Neto B/C
kg ha'! ($/kg) (%) ($/ha™) (%)

1 SP 120-60-80 1986 3,50 6951 5547 1404 1,25
2 SP 90-45-60 1987 3,50 6955 5083 1872 1,37
3 SP 796 3,50 2786 3615 - 829 0,77
4 FS 120-60-80 1970 3,50 6895 5275 1620 1,31
5 FS 90-45-60 1889 3,50 6612 4808 1804 1,38
6 FS 901 3,50 3154 3390 -236 0,93
7 120-60-80 1925 3,50 6738 4647 2091 1,45
8 90-45-60 1627 3,50 5695 4183 1512 1,36
9 TR 120-60-80 1285 3,50 4498 5047 - 549 0,89
10 TA 742 3,50 2597 2765 - 168 0,93

SP =Silifertidol Plus, FS = Fosfosilidol, TR = Testigo regional (labranza convencional), TA = Testigo Absoluto.
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Tabla 7. Anélisis de los minerales del suelo en tres tratamientos
evaluados en canola. Nahuatzen, Mich. 2006
Table 7. Analysis of the mineral soil in three treatments
evaluated in canola. Nahuatzen, Mich. 2006

Elemento Testigo Testigo Silifertidol Silifertidol Plus
Absoluto (%) Regional (%) Plus (%) + 90-45-60 (%)
Carbono 6,78 6,43 8,24 9,48
Aluminio 11,37 12,23 10,78 10,87
Foésforo 0,17 0,20 0,22 0,21
Magnesio 0,64 0,55 0,71 0,59
Calcio 1,89 1,27 1,67 1,56
pH 6,07 5,90 6,11 5,88

Técnica de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (ITSU).

(17%) y aluminio en 4%, con respecto al
Testigo Absoluto bajo labranza reducida;
mientras que al compararlo con el Testigo
Regional (120-60-80) bajo labranza conven-
cional el carbono, fésforo, magnesio y cal-
cio aumentaron en 47, 24, 7'y 23% respecti-
vamente y el aluminio se redujo en 11%,
como resultado de la liberacién de nutri-
mentos durante la mineralizacién. Estos
resultados son congruentes con los obteni-
dos por Clark et al. (1990) en sorgo, ya que
con una concentraciéon relativamente alta
de silicio aplicada al suelo incrementoé la
materia orgdnica en 7,9%, el potasio en
12% y el aluminio lo redujo en un 32%.

Conclusiones

- La aplicacion de fertilizantes organomine-
rales en canola de secano bajo labranza
reducida permiten disminuir la fertiliza-
cion quimica (nitrégeno, foésforo y pota-
sio) en un 25% e incrementan el indice de
area foliar, niumero de silicuas por planta
y peso de mil granos.

- La aplicacion de 500 kg ha™' de Silifertidol
Plus y 250 kg ha'de Fosfosilidol mas 90-
45-60 de NPK bajo labranza reducida
aumentaron en 55% y 53%, respectiva-
mente el rendimiento de grano en canola
con respecto al testigo regional bajo
labranza convencional (120-60-80; NPK).

- El Silifertidol Plus 500 kg ha™'y Fosfosili-
dol 250 kg ha"' mas 90-45-60 de nitrégeno
fésforo y potasio mostraron un incremen-
to del 54 y 55% respectivamente en la
relacion beneficio costo sobre el testigo
bajo labranza convencional.

- El Silifertidol Plus bajo labranza reducida
incremento en el suelo el carbono, fosfo-
ro, magnesio y calcio; disminuyé el alumi-
nio con respecto al testigo bajo labranza
convencional.
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Resumen

En algunos paises del entorno mediterraneo existe tradicion de consumo de carne de conejo silvestre pro-
cedente de la caza. Sin embargo, las caracteristicas de la canal y de la carne de esta especie cinegética han
sido escasamente investigadas. Los objetivos de este estudio fueron analizar la composicion quimica de la
carne de conejo silvestre (Oryctolagus cuniculus algirus) procedente del sudoeste de la Peninsula lbérica y
estudiar la viabilidad de la puesta a punto de una metodologia rapida de andlisis para su determinacién
mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS). La carne de conejo silvestre de la subespecie O. c.
algirus contiene un 23,7% de proteina bruta, 0,2% de grasa bruta, 74,9% de humedad y 1,2% de cenizas.
Esta composicién difiere de la publicada para conejos domésticos y para conejos silvestres de la subespecie
O. c. cuniculus, siendo mas magra debido a su mayor contenido de proteina y muy inferior valor de grasa.
Se obtuvieron modelos basados en la espectroscopia NIR con buena capacidad de prediccion para los
parametros proteina y humedad (r>= 0,70 y ETVC = 0,39%; y r?= 0,73 y ETVC = 0,38%; respectivamente);
mientras que las calibraciones seleccionadas para grasa y cenizas no resultaron ser aceptables.

Palabras clave: Oryctolagus cuniculus algirus, conejo silvestre, carne, composicién quimica, NIRS.

Summary
Chemical composition of wild rabbit meat (Oryctolagus cuniculus) and viability of its prediction by
near infrared spectroscopy

Wild rabbit meat is commonly consumed in many Mediterranean countries. However, the characteris-
tics of the carcass and meat of this game species have been scarcely investigated. This study was aimed
at analysing the chemical composition of hunted wild rabbit (Oryctolagus cuniculus algirus) meat from
Southern Iberian Peninsula, and studying the viability of a rapid analytical methodology for its deter-
mination by near infrared spectroscopy. Meat of the wild rabbit subspecies O. c. algirus has 23.7% of
crude protein, 0.2% of crude fat, 74.9% of moisture and 1.2% of ash. This composition differed from
the values published for domesticated rabbits and for wild rabbits of the O. c. cuniculus subspecies, it
being leaner due to its higher protein content and its very lower fat content. NIR spectroscopy models
obtained displayed a good predictive ability for the estimation of crude protein and moisture con-
tents (r? = 0.70 and SECV = 0.39%, and r? = 0.73 and SECV = 0.38%, respectively), while the calibrations
selected for crude fat and ash contents were not acceptable.

Key words: Oryctolagus cuniculus algirus, wild rabbit, meat, chemical composition, NIRS.
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Introduccion

En algunos paises del entorno mediterra-
neo, como Espafa, Francia y Portugal, es
tradicional el consumo de la carne de los
conejos silvestres procedentes de la caza,
parte de los cuales son consumidos en el
entorno familiar de los cazadores (Gonza-
lez-Redondo, 2006; Gonzalez-Redondo et
al., 2007b) y otra parte se comercializa en
mercados de abastos (Gonzalez-Redondo et
al., 2007b). Sélo en Espafia se cazan anual-
mente unos cuatro millones de conejos
(Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino, 2008). Pese a su importan-
cia, son pocos y fragmentarios los estudios
que han caracterizado este producto carni-
co (Cambero et al., 1991; Cobos et al., 1995;
Slamecka et al., 1997; Gonzalez-Redondo et
al., 2007a; Gonzéalez-Redondo et al., 2008).
Por el contrario, las caracteristicas de la
canal y de la carne del conejo doméstico son
bien conocidas (revisadas, e.g., en Lebas et
al., 1996; Gémez et al., 1998; Hulot y Ouha-
youn, 1999; Dalle Zotte, 2000; Combes, 2004).
Sin embargo, las caracteristicas de ambos
tipos de conejos son diferentes en lo que res-
pecta a su genética (Branco et al., 2000),
medio y modo de vida (Soriguer, 1981; Lebas
et al., 1996), método para darle muerte, cali-
dad de la carne (Gonzéalez-Redondo et al.,
2007a) y presentacion comercial, que en el
conejo silvestre es eviscerado y con piel (Gon-
zélez-Redondo et al., 2008). Por tanto los co-
nocimientos existentes para el conejo do-
méstico no son extrapolables al silvestre, e
incluso los consumidores los perciben como
productos diferenciados (Gonzalez-Redon-
do, 2006; Gonzalez-Redondo et al., 2007b).

El control de calidad de productos animales
perecederos, como la carne de conejo, por
métodos convencionales presenta impor-
tantes inconvenientes debido, fundamen-
talmente, a la destruccién de parte del pro-
ducto analizado y a la reducida velocidad

de analisis. En este contexto, la tecnologia
NIRS o Espectroscopia en el Infrarrojo Cerca-
no (780-2.500 nm) ha demostrado ser una
valiosa herramienta en el control de calidad
de productos carnicos para una gran varie-
dad de productos y pardmetros (Monin,
1998). Los conocidos atributos de esta técni-
ca, tales como la rapidez, bajo coste, carac-
ter multiproducto y multiatributo, etc., uni-
dos a su capacidad para ser situada en
diferentes puntos de la cadena de produc-
cion y comercializacién, sin necesidad de
preparacion ni destruccién de la muestra, la
sitian como una candidata idonea para la
resolucion de problemas ligados al control
de calidad y a la autentificacién de produc-
tos agroalimentarios en general y de pro-
ductos de origen animal en particular
(Garrido et al., 1996). La mayoria de los tra-
bajos publicados sobre el uso de la espec-
troscopia NIR para la estima de constituyen-
tes mayoritarios en carne se han realizado
para porcino y vacuno (Huang et al., 2008).
Sin embargo, es posible encontrar referen-
cias bibliograficas relativas al uso de esta
tecnologia en carnes de otras especies ani-
males, como avestruz (Viljoen et al., 2005),
pollo (Abeni y Bergoglio, 2001), cordero
(Andrés et al., 2007) y conejo doméstico (Pla
et al., 2004 y 2007). A pesar del creciente
numero de aplicaciones desarrolladas para
el analisis de productos carnicos mediante
espectroscopia NIR, no se tiene constancia
de ningun trabajo relativo a la carne de
conejo silvestre.

Por ello, los objetivos de este trabajo fueron
analizar la composicién quimica de la carne
del conejo silvestre procedente de la caza
que se comercializa en mercados de abas-
tos, compararla con los valores publicados
para la carne de conejos domésticos y estu-
diar la viabilidad de la puesta a punto de
una metodologia rapida de andlisis para su
determinacién mediante espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIRS).
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Materiales y Métodos
Material animal

Se utilizaron 53 conejos silvestres maduros
(49% machos), adquiridos en forma de canal
encorambrada (eviscerados y con piel) en
mercados de abastos de Sevilla (Espafia) y
que procedian de cotos de caza de Andalucia
en los que los conejos se cazaron durante el
descaste de julio. Mediante analisis de mar-
cadores del cromosoma X (Geraldes et al.,
2006), realizados en el Centro de Investiga-
¢do em Biodiversidade e Recursos Genéticos
(Portugal), se determiné su pertenencia a la
subespecie O. c. algirus tipica del sudoeste de
la Peninsula Ibérica (Branco et al., 2000).

Manipulacién y toma de muestras

Los conejos se conservaron congelados (-20
°C) hasta su manipulacion. Una vez descon-
geladas, las canales encorambradas se pesa-
ron. Tras desollarlas, se realizé un despiece
tecnoldgico de la canal, siguiendo la meto-
dologia propuesta por la World Rabbit
Science Association (Blasco y Ouhayoun,
1996), del que se reservé para este estudio
la pierna derecha de cada conejo, por ser
una pieza recomendada como representati-
va de toda la canal en estudios de calidad
de la carne en conejos (Ouhayoun y Dalle
Zotte, 1996). Cada pierna se diseccion6 para
separar la carne del hueso. La carne incluyé
la grasa intramuscular, la intermuscular y los
tendones. La carne obtenida de cada mues-
tra se homogeneizé picandola manualmen-
te mediante un masticador (3 Claveles®) con
objeto de que las submuestras usadas para
la realizacion de los diferentes andlisis fue-
ran representativas del conjunto. Unas sub-
muestras se utilizaron para realizar analisis
de referencia del contenido de proteina,
humedad, grasa y cenizas, y otra se utilizé
para la recogida de espectros NIR. La sub-
muestra usada para la recogida de los

espectros NIR se us6 para obtener después
otros parametros analiticos no usados en el
presente estudio.

Analisis quimicos

La composicién quimica de la carne de la
pierna se analizé siguiendo las recomenda-
ciones de la World Rabbit Science Association
(Ouhayoun y Dalle Zotte, 1996). El contenido
de humedad de la carne se determin6 me-
diante el método de secado en estufa, el de
cenizas mediante incineraciéon en horno de
mufla, el de grasa bruta mediante el méto-
do Soxhlet (realizandose una hidrodlisis acida
previa de la muestra con acido clorhidrico
4N y usando éter de petroéleo al 37% como
disolvente) y el de proteina bruta mediante
el método Kjeldahl, expresandose en todos
los casos dichos contenidos como porcentaje
respecto a la carne fresca (Ouhayoun y Dalle
Zotte, 1996; AOAC International, 2005).
Como dato de laboratorio, se asigné a cada
muestra el valor medio de dos repeticiones
de cada medida de proteina bruta, grasa
bruta, humedad y cenizas.

Analisis estadisticos

Utilizando el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
2006), se calcularon los valores medios, la
desviacién tipica y el coeficiente de varia-
cion de los parametros de composicion qui-
mica de la carne. Se calcularon correlaciones
de Pearson entre el peso de las canales
encorambradas y los pardmetros de compo-
sicion quimica. Para estudiar la influencia
del sexo, se calcularon pruebas t para mues-
tras independientes sobre los pardmetros
de composicién quimica.

Anélisis NIR

Los espectros de reflectancia de las mues-
tras de carne triturada fueron recogidos en
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un monocromador Foss-NIRSystems 6500
SY-II (Foss NIRSystems, Silver Spring, MD), en
un rango espectral comprendido entre 400
y 2.498 nm, tomando un dato de absorban-
cia cada 2 nm. El analisis se realizé usando
un modulo de transporte. Para la recogida
espectral, se utilizé una capsula rectangular
de 4,6 x 5,7 cm. Los datos de absorbancia
fueron almacenados como el logaritmo de
la inversa de la reflectancia (log 1/R), reco-
giéndose 1.050 datos por cada muestra.
Para la obtencion de cada espectro, se
mediaron los espectros de dos submuestras,
siendo cada subespectro el resultado de
mediar 32 espectros consecutivos (16-32-16,
referencia-muestra-referencia).

Todos los espectros fueron manipulados y
procesados, y todas las ecuaciones de cali-
bracion fueron obtenidas usando el progra-
ma WINISI version 1.5 (Infrasoft Internatio-
nal, State College, PA).

Se usaron los pretratamientos espectrales
Standard Normal Variate (SNV) y Detren-
ding (DT) para corregir los fenémenos rela-
cionados con la radiacién dispersa (Barnes
et al., 1989). Adicionalmente, se probaron
cuatro derivadas espectroscépicas: 1,5,5,1;
2,5,5,1; 1,10,5,1y 2,10,5,1, donde el primer
digito indica el orden de la derivada, el
segundo el intervalo usado para el calculo
de la derivada, el tercero el segmento de
suavizado y el cuarto el segmento usado
para el segundo suavizado (Shenk et al.,
1989). Todas las calibraciones se obtuvieron
para los rangos espectrales NIR (1.100-2.498
nm) y visible + NIR (400-2.498 nm). Los
modelos de regresion se obtuvieron usando
el método de minimos cuadrados parciales
modificados (MPLS). Con este método, los
residuales NIR para cada longitud de onda
obtenidos después del calculo de un factor
son estandarizados (dividiéndolos por las

desviaciones tipicas de los residuales para
una longitud de onda) antes de calcular el
siguiente factor (Shenk y Westerhaus, 1995).
Se obtuvieron diferentes regresiones MPLS
para cada uno de los parametros analiticos
estudiados, usando para ello el algoritmo
PLS1. Con objeto de determinar el nUmero
optimo de de factores en la regresién vy,
ademas, evitar el sobreajuste de los mode-
los, se us6 el método de validacién cruzada.
Durante la validaciéon cruzada, el colectivo
de calibracion se dividié en cuatro grupos,
prediciéndose a continuacion cada uno de
estos grupos usando la calibraciéon desarro-
[lada con el resto de las muestras. Finalmen-
te, los errores de validacion se combinaron
para obtener el error tipico de validacién
cruzada (ETVCQ).

Se desarrollaron calibraciones permitiendo
dos pases de eliminacién de anémalos (T y H)
como maximo antes de completar la calibra-
cién final. Los anémalos T son muestras que
manifiestan diferencias significativas entre
sus valores de laboratorio y los predichos,
mientras que los anémalos H son definidos
como muestras con espectros muy alejados
(H>3) de la media espectral del colectivo de
calibracién (Shenk y Westerhaus, 1995).

La capacidad de prediccion de las regresio-
nes se evalué examinando los valores obte-
nidos para los estadisticos de calibracién:
error tipico de calibracion (ETC), coeficiente
de determinacion de calibracion (R?), error
tipico de validacién cruzada (ETVC), coefi-
ciente de determinacién de validacién cru-
zada (r?) y RPD o cociente entre la desvia-
cion tipica de los datos de laboratorio en el
colectivo de calibracién y el ETVC (Williams,
2001). El criterio para la seleccion de las
mejores calibraciones se basé en la busque-
da de los valores mas altos de RPD y r? y
valores minimos de ETVC.
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Resultados y discusion

Composicién quimica de la carne
de conejo silvestre

Este es el primer estudio que investiga la com-
posicion quimica de la carne de conejo silves-
tre del sudoeste de la Peninsula Ibérica en el
que se conoce la subespecie a la que pertene-
cen los animales (O. c. algirus). El Unico traba-
jo previo (Cobos et al., 1995) que ha investi-
gado la composicion de la carne de conejo
silvestre no especifica la subespecie, aunque
probablemente se trataba de O. c. cuniculus.

La tabla 1 muestra la composicion quimica de
la carne de conejo silvestre obtenida en este
estudio. Se encontraron diferencias respecto
a los valores publicados para la composicion
de la pierna tanto en conejos silvestres como
en razas y lineas domésticas. En nuestro estu-
dio, se obtuvieron contenidos de humedad y
de cenizas similares a los determinados por
Cobos et al. (1995) en conejos silvestres espa-
foles, probablemente obtenidos en el centro
de la Peninsula Ibérica, aunque en las mues-
tras del presente estudio el contenido de
proteina fue mayor (23,71% vs. 21,05%) y el
de grasa muy inferior (0,20% vs. 2,26%).

Tabla 1. Composicién quimica de la carne de conejo silvestre determinada
mediante los analisis de referencia (n = 53)
Table 1. Chemical composition of wild rabbit meat determined
through reference analyses (n = 53)

Parametro (%) Media DT Minimo Maximo CV (%)
Proteina 23,71 0,80 21,92 25,78 3,37
Grasa 0,20 0,13 0,10 0,60 65,00
Humedad 74,86 0,86 72,21 76,95 1,15
Cenizas 1,18 0,05 1,08 1,26 4,24

DT: desviacion tipica; CV: coeficiente de variacion.

Una revision exhaustiva de la literatura so-
bre la composicidon quimica de la carne de la
pierna de conejos de razas y lineas domésti-
cas de aptitud carnica (Dalle Zotte et al.,
1996; Pla et al., 1998; Szendro et al., 1998;
Pla, 1999; Nizza y Moniello, 2000; Piles et
al., 2000; Metzger et al., 2003; Hernandez
et al., 2004; Lambertini et al., 2004; Pla et
al., 2004; Martinez et al., 2005; Lambertini
et al., 2006; Pla et al., 2006; Marounek et
al., 2007; Pascual y Pla, 2007) confirma que
el contenido de humedad de la carne de los
conejos silvestres de este estudio (74,86%)
es similar al de los domésticos (72,2-75,1%).
Lo mismo sucede con el contenido de ceni-

zas (1,18% silvestres vs. 1,14-1,31% domés-
ticos, op. cit.). Sin embargo, el contenido de
proteina de la carne de los conejos silvestres
fue mayor que el conocido en los domésti-
cos (23,71% silvestres vs. 19,6-22,5%
domésticos, op. cit.). Ademas, el contenido
de grasa de la carne de conejo silvestre fue
acusadamente inferior al de los domésticos
(0,20% silvestres vs. 0,97-5,11% domésticos,
op. cit.). Por tanto, la carne de los conejos
silvestres se diferencia de la de los domésti-
cos en que es mucho mas magra.

La carne de conejo silvestre analizada en
esta investigacion fue también mas magra
que la de conejos silvestres de La Mancha
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(centro de la Peninsula Ibérica) investigada
por Cambero et al. (1991) usando un homo-
geneizado de carne de toda la canal. Tam-
bién fue mas magra que la encontrada en el
musculo Longissimus dorsi de conejos silves-
tres de Eslovaquia (Slamedka et al., 1997), que
la descrita en liebre hispida (Caprolagus hispi-
dus) de la India (Nath y Rao, 1983) y que la de
la liebre europea (Lepus europaeus) del norte
de la Peninsula Ibérica (Cobos et al., 1995).

El peso de la canal encorambrada fue de
767,8 £ 10,9 g (media = ET; CV = 10,4%).
Dicho peso no se correlacioné con el conte-
nido de proteina (r = 0,019; P = 0,893), grasa
(r=-0,219; P = 0,115), humedad (r = -0,242;
P =0,081) ni cenizas (r =-0,223; P =0,108) de
la carne. Por el contrario, en conejos de apti-
tud cdrnica se ha constatado la influencia
del peso de sacrificio sobre la composicion
quimica de la carne (Szendro et al., 1998)
pero su discusion respecto a la ausencia de
correlacion en los conejos silvestres de este
estudio plantea dificultades metodoldgicas
porque la mayoria de los estudios en conejos
domésticos se realizan sacrificAndolos a eda-
des comerciales de entre nueve y 11 sema-
nas, dependiendo de los paises (Lebas et al.,
1996), mientras que la edad de los conejos
silvestres en el momento de cazarlos puede
variar desde pocos meses hasta varios aios,
siendo de pesos heterogéneos al no poder
controlarse qué animales que se abaten.

No se encontré influencia del sexo sobre el
contenido de proteina (t = 0,788; P = 0,435),
grasa (t = -0,429; P = 0,670), humedad (t =
-1,043; P = 0,670) ni cenizas (t = -1,292; P =
0,202) de la carne, confirmando en el conejo
silvestre la ausencia de dimorfismo sexual res-
pecto a la composicién de la carne ya conocida
en razas y lineas domésticas de aptitud carnica
(Dalle Zotte et al., 1996; Szendro et al., 1998).

Las diferencias en la composicion quimica de
la carne de los conejos silvestres de este
estudio respecto a la de los silvestres investi-
gados por Cobos et al. (1995) y la de los

domésticos pudieran deberse en parte a
diferencias genéticas. Los conejos silvestres
de este estudio pertenecian a la subespecie
O. c. algirus, que se distribuye por el sudoes-
te de la Peninsula Ibérica, mientras que los
conejos domésticos y los silvestres del resto
de las localizaciones del mundo pertenecen
a la subespecie O. c. cuniculus (Branco et al.,
2000). Son también conocidas las diferencias
morfoldgicas de los animales vivos (Soriguer,
1980) y de las canales encorambradas (Gon-
zalez-Redondo et al., 2008), asi como de algu-
nas caracteristicas de la carne, como el pHy la
capacidad de retencion de agua (Gonzélez-
Redondo et al., 2007a), entre ambas subes-
pecies. La genética y la seleccién juegan un
papel determinante en la composicion de la
carne de conejo de razas y lineas domésticas
(Lukefahr et al., 1982; Pla et al., 1998; Ortiz y
Rubio, 2001), por lo que la mayor distancia
genética existente entre los conejos domés-
ticos y los silvestres de este estudio explicaria
en parte las diferencias encontradas en la
composiciéon de la carne.

Ademads de las diferencias genéticas, a la
diferente composicion quimica de la carne
de conejo silvestre deben contribuir otros
factores cuyo efecto es bien conocido en
conejos domésticos, como la alimentacion
(Dalle Zotte et al., 1996; Martinez et al.,
2005; Marounek et al., 2007) y otros relacio-
nados con el alojamiento y ambiente (Pla,
1999; Metzger et al., 2003; Lambertini et al.,
2006), que difieren notablemente entre los
conejos silvestres y los domésticos debido a
las acusadas diferencias entre el entorno de
vida en libertad y el ambiente y manejo en
las granjas. En particular, el conejo silvestre
estd expuesto en libertad a una acusada
variacion estacional de las reservas corpora-
les y de la composicién lipidica de la carne
(Cambero et al., 1991) debida a la fluctua-
cion de los recursos tréficos (Soriguer, 1981).
De hecho, la grasa fue el pardmetro que
mas variabilidad mostré en nuestro estudio,
como también observan Cobos et al. (1995)
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en conejos silvestres. El bajo contenido de
grasa de la carne de los conejos silvestres de
este estudio pudo haber estado propiciado
entonces por un agotamiento de las reser-
vas adiposas de los animales, causado por el
descenso de la productividad de la vegeta-
cion de la que se alimentan en el entorno
mediterraneo (Soriguer, 1981), tipica de la
época estival en que fueron cazados. Tam-
bién en conejos domésticos se conoce que la
restriccion alimenticia produce una acusada
disminucion del contenido de lipidos totales
de los musculos, hasta el punto de que di-
cho contenido desciende por debajo del 1%
cuando se restringen a un 70% de la ingesta
normal (Gondret et al., 2000). Aun asi, el
contenido de lipidos totales obtenido en el
presente estudio es incluso inferior, lo que
sugiere el gran interés de realizar mas inves-
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tigaciones que confirmen la composicion qui-
mica de la carne de la subespecie O. c. algi-
rus en condiciones diversas de procedencia
geografica de las piezas, de vegetaciéon pre-
sente en la zona y de estacién del ano.

Caracteristicas espectrales de la carne
de conejo silvestre

La figura 1 muestra los espectros obtenidos
a partir del colectivo de calibracién de mues-
tras de carne de conejo picada. En la regién
espectral correspondiente a la radiacion
visible, es posible observar picos de absorcién
caracteristicos asociados a pigmentos muscu-
lares. En este sentido, los picos situados alre-
dedor de 428, 548 y 576 nm se relacionan en
la literatura cientifica con la absorcion de
Soret, caracteristica de las porfirinas presen-
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Figura 1. Espectros visible y NIR de las 53 muestras de carne de conejo silvestre
utilizadas en el colectivo de calibracién.
Figure 1. Visible and NIR spectra of the 53 samples of wild rabbit
meat used in the calibration set.
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tes en los pigmentos respiratorios; de la he-
moglobina (Hb) o mioglobina (Mb) reduci-
das; y de la oxihemoglobina (HbO,) u oximio-
globina (MbO,); respectivamente (Mitsumoto
et al., 1991; Cozzolino y Murray, 2004).

Los intensos picos localizados a 980, 1.450 y
1.940 nm estan relacionados con el segundo
sobretono, el primer sobretono de estira-
miento y el primer sobretono de flexion del
enlace OH; respectivamente, asociandose
con el elevado contenido de humedad de las
muestras de carne fresca analizadas. Alrede-
dor de los 1.200 nm se localiza otro pico que
se podria atribuir al segundo sobretono del
enlace CH que, para las muestras estudiadas,
corresponderia a una de las bandas de absor-
Cién de proteina. Los picos clasicos atribuidos
a las bandas de absorcién caracteristicas de
las grasas no son apreciables a 1.726, 1.760,
2.310 y 2.348 nm, debido al bajo contenido
graso de este producto (Williams, 2001).

Ecuaciones de calibracion NIRS

Los modelos de regresién desarrollados para
cada pardmetro analitico y pretratamientos
espectrales estudiados se obtuvieron con un
maximo de dos pases de eliminacion de anoé-
malos. Este limite de pases se establecié en
base a la experiencia de los autores en tra-
bajos anteriores (Fernandez-Cabanas et al.,
2006 y 2007), los cuales demostraron que
con los dos primeros pases se podian detec-
tar anomalias consistentes en dos productos
diferentes. El nUmero de muestras anémalas
detectadas estuvo comprendido entre dos y
tres (tabla 2), lo que representa entre un 3,8
y un 5,7% del colectivo inicial de calibracion.
Este porcentaje de anémalos detectados es
similar al obtenido en los trabajos previos
anteriormente citados.

Los modelos de regresion MPLS se obtuvie-
ron usando los pretratamientos espectrales

Tabla 2. Estadisticos de calibracion para las ecuaciones NIR seleccionadas para
la estima de la composicion quimica de la carne de conejo silvestre
Table 2. Calibration statistics for the selected equations obtained
for predicting chemical components of wild rabbit meat

Parametro (%) N  Rango espectral Derivada Media ETC R2 ETVC r2 RPD
Proteina 50 Visible+NIR (2,10,10,1) 23,68 0,24 0,89 0,39 0,70 2,05
Grasa 50 NIR (2,5,5,1) 0,18 0,08 0,30 0,09 0,13 1,44
Humedad 50 NIR (1,5,5,1) 74,97 0,23 0,91 0,38 0,73 2,26
Cenizas 51 Visible+NIR (1,5,5,1) 1,19 0,04 0,27 0,04 0,18 1,25

N: nimero de muestras usadas para el desarrollo de la calibracién; ETC: error tipico de calibracion; R2:
coeficiente de determinacion de calibracién; ETVC: error tipico de validacion cruzada; r?: coeficiente
de determinacion de validacién cruzada; RPD: cociente entre la desviacion tipica de los datos de labo-

ratorio en el colectivo de calibracién y el ETVC.

SNV y Detrending junto con una derivada
espectroscopica. La tabla 2 muestra los valo-
res de los estadisticos de calibracion corres-
pondientes a los mejores modelos seleccio-
nados para la estima de cada uno de los
parametros analiticos estudiados.

La precisién de la ecuacién seleccionada pa-
ra la estima de proteina podria considerarse
buena segun los criterios de calidad pro-
puestos por Shenk y Westerhaus (1996),
presentando un valor de r2de 0,70, un ETVC
de 0,39% y un RPD de 2,05. Los resultados
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obtenidos por Pla et al. (2004) para la esti-
ma del contenido proteico de la carne de
conejo doméstico fueron ligeramente mejo-
res para el coeficiente de determinacién
(0,76) y de peor calidad en relacién a los
valores del ETVCy RPD (0,61% y 1,61; res-
pectivamente). Estas mejoras podrian estar
relacionadas con la reduccion en el error del
método de referencia al mediar los valores
analiticos obtenidos para dos submuestras
diferentes en el presente trabajo. Compa-
rando estos resultados con los obtenidos
para otras especies, encontramos de nuevo
valores superiores de r2 y ETVC (0,87 y 0,64,
respectivamente) para carne de avestruz
(Viljoen et al., 2005); pechuga de pollo (0,85
y 2,04, respectivamente) (Valdés y Summers,
1986) y carne de buey (0,87 y 18,90, respec-
tivamente) (Prieto et al., 2006). A pesar de
estos buenos resultados, la aplicacién en
rutina de esta calibracién no es recomenda-
ble, al situase el valor del estadistico RPD
por debajo de 3 (Williams, 2001).

La calibracién obtenida para el primer cons-
tituyente mayoritario de la carne, la hume-
dad, presenté unos estadisticos de calibra-
cion similares a la de proteina. Los valores
de r?, ETVCy RPD fueron 0,73, 0,38% y 2,26;
respectivamente. Comparando nuevamente
estos valores con los publicados para conejo
doméstico, se observa que el coeficiente de
determinacién y el error de validacion cru-
zada, asi como el ratio RPD para este pro-
ducto son superiores (0,98, 0,52% y 5,14;
respectivamente). Para las otras especies
anteriormente comentadas, los valores de r?
y ETVC fueron de 0,84y 0,72; y 0,87 y 5,87;
para la estima de materia seca en pechuga
de pollo y carne de avestruz, respectiva-
mente. El bajo error obtenido en la ecua-
cién para conejo silvestre podria ser explica-
do nuevamente por el uso de valores medios
de los datos de referencia, mientras que los
valores mas bajos de r> y RPD estan asocia-
dos a la baja variabilidad de este parametro
en el colectivo estudiado. El uso en rutina de

estas calibraciones podria asegurarse incor-
porando nuevas muestras de carne de cone-
jos procedentes de diferentes regiones y
abatidos en diferentes épocas del afio, ya
que estos factores podrian afectar al conte-
nido proteico de la carne de estos animales,
incrementando su variabilidad.

El modelo obtenido para la estima de grasa
presenté un ETVC de 0,09%, inferior al
publicado para conejo doméstico, si bien el
contenido medio para éste es entre 5y 25
veces superior al silvestre. Sin embargo, los
bajos valores de r2 y RPD (0,13 y 1,44; res-
pectivamente) desaconsejan el uso del
modelo de prediccion obtenido. Para las
otras especies usadas en la discusion, los
estadisticos r2y ETVC fueron muy superio-
res: 0,99y 0,18; 0,78 y 3,26; y 0,92 y 15,96;
para carne de avestruz, pechuga de pollo y
carne de buey; respectivamente. Estos resul-
tados son consecuencia de los mayores con-
tenidos medios y desviaciones tipicas en
grasa de estos productos.

La pobre capacidad de prediccién obtenida
para la estima del contenido en cenizas era
esperable debido a que las sustancias mine-
rales no tienen una absorcién caracteristica
en la region espectral NIR y, ademas, a la cer-
cania existente entre los valores del error del
método de referencia (0,04%) y la desvia-
cion tipica para este parametro en el colecti-
vo de calibracion (0,05%). No existen datos
bibliograficos referentes a conejos para la
discusion de estos resultados, por lo que se
debe recurrir a carne de otras especies con
similar composicién bromatoloégica, como el
avestruz, con valores de r? de 0,52 (Viljoen et
al., 2005); asi como otras carnes con compo-
siciones mas dispares, como el vacuno con r?
de 0,17 (Prieto et al., 2006); o el ovino con r?
de 0,86 (Viljoen et al., 2007); observandose
importantes discrepancias en los estadisticos
obtenidos por los diferentes autores. Las dis-
crepancias en los estadisticos citados para la
estima del contenido en cenizas de la carne
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podrian estar motivadas por la existencia de
correlaciones indirectas entre el contenido
en minerales y otros compuestos quimicos
presentes en la carne con absorcion signifi-
cativa en la region NIR. Por ejemplo, el con-
tenido en hierro podria ser estimado a partir
del espectro de los pigmentos musculares o
sanguineos que lo contienen.

Conclusiones

La composicidon quimica de la carne del conejo
silvestre de la subespecie O. c. algirus difiere
de la de los conejos domésticos y de los silves-
tres de otras localizaciones geograficas, perte-
necientes ambos a la subespecie O. c. cunicu-
lus, siendo mdas magra que la de éstos. Los
modelos obtenidos para la estima del conteni-
do en proteina y humedad en carne de conejo
silvestre presentan una adecuada capacidad
de prediccion, aunque se recomienda ampliar
los colectivos de calibracién con muestras pro-
cedentes de piezas abatidas en otras zonas
geograficas y épocas del afio para aumentar
la variabilidad en dicho colectivo. Las calibra-
ciones obtenidas para grasa y cenizas no son
aptas para el control de calidad del producto,
aunque podrian ser mejoradas con las estrate-
gias anteriormente mencionadas para el
incremento de la variabilidad.
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Resumen

En el presente trabajo se analiza la experiencia del aprovechamiento del estiércol de vacuno en la des-
contaminacion del suelo contaminado por diésel (1,4% en peso) en San Luis Potosi (México). La apli-
cacién de una metodologia sencilla y barata, permite la aplicacién de la biorremediacion ex situ de
suelos contaminados con diésel. La caracterizacion inicial de la contaminacion por hidrocarburos es
muy importante, pues la concentracion inicial de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) y la fracciéon
de diesel en concreto puede determinar las dosis de estiércol y agua residual a aportar inicialmente. La
técnica de excavacién y colocaciéon del suelo en biopilas dio excelentes resultados en el proceso de bio-
rremediacién, ya depositado el suelo en las biopilas se procedié a regarlo con agua no-potable. El
comportamiento de la descontaminacién de un suelo contaminado por diésel mediante el empleo de
biopilas con adicién de estiércol de vacuno puede modelizarse mediante un tipo de curva logistica, y
de este modo se estima que a los 183 dias el 99,8% de diésel fue eliminado del suelo.

Palabras clave: Biorremediacién, Modelizacion, Estiércol de Vacuno.

Summary
Use of bovine manure for ex situ bioremediation of diesel contaminated soils in Mexico

In the present paper analyzes the experience of the use of the bovine manure at the decontamination
of a contaminated soil by diesel (1,4% of the weight) in San Luis Potosi (México). The purpose of a sim-
ple methodology allows the application of ex situ bioremediation of soils contaminated with diesel.
The initial soil characterization’s of HTP (Total Petroleum hydrocarbons) and diesel concretely can
determinate the initial manure and residual water to be added. The technique of excavation and soil
placement biopile gave excellent results in the process of bioremediation, and deposited in the soil to
biopile was watering with non-potable and bovine manure can be modelled mathematically and this
estimated that we need 183 days for the 99.8% of diesel degraded soil.

Key words: Bioremediation, Model, Bovine Manure.
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Introduccion

La contaminacién por hidrocarburos derivados
del petréleo genera problemas ambientales
(Lin et al., 2010) y en la salud humana (Labud
et al., 2007) al contaminar suelos y acuiferos
(Hunkeler et al., 2002). Esto ha llevado a desa-
rrollar tecnologias innovadoras para la reme-
diacién de los dafos causados (Whang et al.,
2008). Este trabajo se centra en la remediacién
de suelos contaminados por diésel, los cuales
se producen por situaciones, como fisuras en
los depositos de almacenamiento subterrane-
os (Pinto et al., 2007), volcaduras de camiones
cisterna (Vieira et al., 2006) o tuberias que
transportan el hidrocarburo de un sitio a otro
(Iturbe et al., 2007).

Hay varias formas de transportar los hidro-
carburos, entre otros, barcos, camiones cis-
terna, ferrocarriles y tuberias (Halmemies et
al., 2003). Las tuberias conectan las zonas de
produccién de hidrocarburos con las refine-
rias, las zonas de almacenamiento y las esta-
ciones de distribucién separadas por gran-
des distancias. México tiene una extensa red
de tuberias de transporte, siendo los princi-
pales hidrocarburos transportados el petroé-
leo crudo (oleoductos), gas (gasoductos),
petroquimicos y hasta poliductos donde por
la misma tuberia se transporta el diésel,
gasolina y gas (Iturbe et al., 2007). En México
existen serios problemas de contaminacion
por diesel, de hecho la empresa paraestatal
PEMEX (Petréleos Mexicanos) reconoce la
existencia de estos problemas medio am-
bientales en el transporte de hidrocarburos
dentro del pais.

Los métodos existentes para tratar estos
suelos contaminados pueden ser de natura-
leza fisica, quimica o bioldgica y tanto unos
como otros pueden, aplicarse en el lugar de
la contaminacion (tratamiento in situ) o
trasladarse a otro lugar para su recupera-
cion (tratamiento ex situ) (Margesin y Schin-
ner, 2001). En el método in situ algunas ve-

ces el material contaminado tiene que ser
confinado, normalmente por aislamiento
mediante grandes barreras, lo que ocasiona
altos costos de mantenimiento (Gallego et
al., 2001). En la recuperacién ex situ el suelo
contaminado tiene riesgos en la excavacién,
manejo y transporte del material contami-
nado (Vidali, 2001).

Los métodos ex situ se utilizan para destruir
completamente los contaminantes o trans-
formarlos en sustancias inocuas (Rao, 1996).
Estas técnicas pueden ser mas rapidas, mas
faciles de controlar y aplicables a un mayor
conjunto de contaminantes y suelos que las
técnicas in situ (Hanson et al., 1997). Sin
embargo, requieren excavacion y acondicio-
namiento del suelo contaminado antes e
incluso, a veces, después de la fase de trata-
miento bioldgico. Incluyen tanto técnicas de
tratamiento en fase sélida como en forma
de lodos (Mulligan y Galvez-Cloutier, 2003).

La biorremediacién es un proceso esponta-
neo o dirigido en el cual se utilizan procedi-
mientos bioldégicos, microorganismos, para
degradar o transformar los contaminantes
hasta formas menos téxicas o no toxicas y
mitigar, como consecuencia, la contamina-
cién ambiental. En presencia de oxigeno sufi-
ciente (condiciones aerobias) y nutrientes, los
microorganismos convierten, sustancias co-
mo combustibles y disolventes, en diéxido de
carbono, agua y biomasa microbiana (Mil-
ton, 2007; Rahman et al., 2006).

Una vez que los contaminantes son degra-
dados, la poblaciéon microbiana decrece, al
consumirse lo que constituia su fuente
nutritiva (Yakubu, 2007). El objetivo de las
técnicas de recuperacion biolégica, es la cre-
acion de las condiciones ambientales 6pti-
mas para que los microorganismos se pue-
dan desarrollar adecuadamente y provocar
la maxima remediacion (Korda et al., 1997).

El procedimiento de biorremediacion mas uti-
lizado es la bioestimulacién de los microorga-
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nismos ya existentes a base de adicion de
nutrientes, como la fuente de carbono es muy
elevada (es decir, la contaminacion de hidro-
carburos), se tiende a un rapido agotamiento
de las cantidades de nutrientes inorganicos,
tales como nitrégeno y fésforo (Alexander,
1999). Asi Gallego et al. (2001) alcanzan el
95% de descontaminacion en 45 dias en ensa-
yos de laboratorio adicionando nitrégeno y
fésforo a nuestras contaminadas con diesel.

Margesin et al. (2007) demostraron que uno de
los principales factores que afecta a la biorre-
mediacion del suelo contaminado con diesel en
la concentracion inicial de la contaminacién,
asi a los 21 dias un suelo sin tratamiento esta-
ba descontaminado al 20% con una HTP (hi-
drocarburos totales del petréleo) de 10.000
mg/kg de suelo, al 10% para 20.000, mientras
que a los 38 dias lo estaba al 31,4% para
10.000 y al 10,4% para 20.000. Por otro lado
si el suelo estaba fertilizado con abono inor-
ganico (con 9,5% NH;-N, 5,5% NO;-N, 6,6%
P,O:-P y 12,2% K,0-K; N/P =2.3:1, K/P = 1,8:1;
con el criterio de mantener una relacién /N
de 20:1 para cada concentracién de hidrocar-
buro), a los 38 dias la descontaminacion era
del 53,6% para 10.000 y del 40,4% para
20.000 mg/kg de suelo.

Lin et al. (2010) obtienen una bioremedia-
cion natural del suelo contaminado con die-
sel (HTP de 1800 a 2790 mg/kg de suelo) a los
28 dias del 26%, pero a los 250 dias sélo lle-
gan al 80%. Y por otro lado Serrano et al.,
(2008) consideran que a los 100 dias, un suelo
contaminado por diesel (HTP 2784 mg/kg de
suelo) esta remediado de forma natural al
95%, y lo esta al 99% a los 400 dias.

Osman et al. (2009) presentan las ventajas
de la utilizacion del estiércol de vacuno
para la atenuacion de la contaminacién del
suelo, donde para obtener una degradacién
del 99% se debia agregar 2,5 toneladas por
hectarea. Por otro lado, Fallgren y Jin (2008)
en un ensayo de laboratorio, sobre una

muestra de 120 kg de suelo contaminado de
diesel obtienen una degradacién en 200 dias,
destacando en este estudio que el estiércol
de vacuno aporta, no sélo microorganismos,
sino también incrementa la cantidad de ni-
trégeno necesaria para su multiplicacién.
Wellman et al. (2001) emplean también es-
tiércol de vacuno para la descontaminacién
de un suelo contaminado con diesel (5000
mg/kg de suelo), muestran una descontami-
nacién cercana al 80% en 41 dias.

En el caso de los tratamientos en biopilas, el
suelo es distribuido en monticulos de hasta
varios metros de altura, algunos estudios
sugieren colocarlos sobre un sistema de dis-
tribucién de aire que inyecte aire en cada
uno de los monticulos mediante una bomba
de vacio. Los métodos de compostaje que se
pueden aplicar, son de tres tipos: composta-
je en pilas estaticas (la aireaciéon de las pilas
se hace mediante difusores o bombas de
vacio), compostaje en reactores con agita-
cion mecanica (el compostaje es mezclado y
aireado en un reactor) y compostaje en
grandes pilas que periédicamente se mez-
clan utilizando tractores o equipos similares
(Bhupathiraju et al., 2002).

El objetivo de este trabajo es, por un lado,
analizar el proceso de recuperacién ex situ, de
un suelo contaminado por diesel mediante
biorremedacion con estiércol de vacuno en
biopilas a gran escala y por otro modelizar
el comportamiento de la degradacién del
diesel mediante la metodologia de biorre-
mediacién empleada.

Materiales y métodos
Caracterizacion del suelo contaminado
La zona afectada se encuentra situada en

San Luis Potosi, en el tramo Querétaro-San
Luis Potosi en México. La contaminacion se
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originé por la rotura de una tuberia de diesel
de 81 cm de diametro propiedad de PEMEX.
En la zona afectada se observa el dafio oca-
sionado por el derrame de combustible, al
presentar una vegetaciéon seca y con man-
chas del hidrocarburo. La cantidad de conta-
minante disminuye a medida que aumenta
la distancia desde el punto de fuga, debido a
la filtracién en el suelo y a los trabajos de lim-
pieza que realiza el personal de PEMEX.

Para caracterizar la superficie contaminada
se tomaron muestras de suelo con una
barrena manual a distintas profundidades y
la planimetria de dicha muestra se determi-
no con GPS. Las muestras se enviaron para su
caracterizacién al laboratorio de Aguas Resi-
duales y Suelo de la Universidad Auténoma
Metropolitana en la Ciudad de México.

Se muestrearon un total de 120 puntos, un
80% dentro del area que se consideré a

priori como contaminada y un 20% fuera de
ese area. De los 96 puntos muestreados
dentro del area, en 50 se muestred hasta
una profundidad de 0,2 m, en 30 puntos
hasta 0,3 m, en 4 puntos hasta 1m, en 6
puntos hasta 2 m, en 3 puntos hasta 2,7m
de profundidad y en 3 puntos a mas de 3,5
m llegando hasta los 4,5 m de profundidad.
Los 24 muestreos fuera del area se hicieron
hasta 0,30 m y las muestras de suelo no pre-
sentaban humedad u olor a diésel. La carac-
terizacién final resultado de la extraccion
del suelo, indica que cerca del punto de
fuga (P) existe mayor profundidad de suelo
contaminado que en el resto de las subare-
as, siendo cada vez menor cuanto mas se
alejan del punto de fuga, figura 1.

La tabla 1 muestra las areas y volUmenes de
suelo extraidos en cada una de las profundi-
dades, siendo el area total contaminada de
casi 4 ha.

PROFUNDIDAD

M i1lm [J2m
Clém H 1m
H45m Ho3m

Punto de muestreo

Figura 1. Puntos de muestreo y division en subdreas.
Figure 1. Sampling points and ted sub areas characterized.
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Tabla 1. Perimetro, area, profundidad y volumen de las subareas contaminadas caracterizadas
Table 1. Perimeter, area, depth and volume of the sub areas characterized

Codigo Perimetro (m) Area (m?) Volumen (m3) Profundidad (m)
A 120,07 808,19 8956,89 11
B 307,24 6.253,81 37212,88 6
C 500,23 10.781,20 49816,74 4,5
D 620,52 10.073,35 19730,30 2
E 713,26 8.160,60 8080,39 1
F 750,60 3.362,29 1005,77 0,30
Total 3.011,92 39.439,51 124.802,97

El suelo se caracterizé inicialmente determi-
nando parametros fisicos y quimicos, y pos-
teriormente se analizo el contenido de
Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP),
véase tabla 2. Las técnicas de andlisis para la
caracterizacion del suelo contaminado se
hicieron de acuerdo a los métodos mostra-
dos en la tabla 2.

Tratamiento de suelo contaminado

Para iniciar el tratamiento del suelo, se ex-
cavo y se confiné el suelo contaminado en
un espacio destinado especialmente para
ello, el traslado se realizé manualmente y
con la ayuda de una retroexcavadora. La
superficie del suelo se cubrié con una geo-

Tabla 2. Valores iniciales de los parametros de suelo caracterizados al inicio del
ensayo (FECHA) en las biopilas y métodos de andlisis utilizados
Table 2. Initial values of soil parameters in the biopiles and analytical methods

Parametro

Valor Norma

pH

Hidrocarburos totales del petréleo (HTP)
HTP fraccion diesel

Contenido de agua

Fraccion de carbono orgénico

Densidad real
Densidad Aparente
Fosforo Disponible
% carbono Organico
% Materia Organica
Contenido de Agua
UFC/g

7,1 AS-02 NOM-021-RECNAT-2000
45.000 mg/kg Proy-NOM-138-SEMARNAT-2003
14.000 mg/kg

8.7% AS-02 NOM-021-RECNAT-2000
0,6569 Walkley& Black AS-07, NOM-021-
RECNAT 2000
2,30 g/cm3 Picnémetro AS-04, NOM-RECNAT-2000
1,10 g/cm3
88 mg/Kg Bray and Kurtz (1947)
0,6569
1,13
8,7%
1200
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membrana, sobre ella se deposité el suelo
contaminado en forma de biopila con una
altura aproximada de 1,5 metros con objeto-
te facilitar el posterior volteo mecanico en la
biopila, esta altura aproximada se ha emple-
ado con éxito en otros trabajos donde la
altura méaxima de la biopilas de 1,8 a2 m
(Lin et al., 2010). Dado el gran volumen de
suelo a tratar, resultaria muy costoso incluir
un sistema de aireacién en las biopilas, por
ello se sustituyoé por una aireacién basada en
un movimiento mecanico del suelo que a su
vez servia para la adicion del estiércol y del
agua residual, ademas algunos autores sefia-
lan que el laboreo del suelo facilita la evapo-
racion del diesel en suelos contaminados
(Hejazi y Husain, 2004).

Dado que el suelo es arcilloso, no se es reco-
mendable emplear otras estrategias de des-
contaminacién de bajo coste como la adicién
de fertilizantes inorganicos, pues trabajos
previos de laboratorio demuestran que estos
solo funcionan bien en suelos arenosos o
limosos pero no arcillosos (Singh y Lin, 2009).

La cantidad de estiércol vacuno, que se
mezclé con el suelo contaminado fue de
100 kg por cada 7000 kg de suelo contami-
nado, esto es aproximadamente el 1,5% en
peso. Otros autores, en ensayos de labora-
torio, han ensayado dosis del 5, 10, y 20%
de estiércol, obteniendo los mejores resulta-
dos con la dosis mas alta, con un 81% de
degradacion en 41 dias (Wellman et al.,
2001), pero combinando estas dosis con sul-
fato aménico. Dada la magnitud del traba-
jo, es decir la gran cantidad de suelo a tratar
no se puede emplear una dosis tan elevada.
Para proporcionar los nutrientes necesarios
para la actividad microbiana, se adicioné
agua residual con una solucién de sacarosa
con una concentracién de 1g/L, que aumenta
la relaciéon C/N y permite estar cerca de las
necesidades microbianas (Bento et al., 2005).
El agua permite ademas incrementar el oxige-
no del suelo y facilita la evaporacion de algu-

nos compuestos del diesel (Hejazi y Husain,
2004), otros trabajos han demostrado (Tsai et
al., 2009) que la adiccion de H,0O, a baja con-
centracion mejora la eficiencia microbiana en
la descontaminacion por diesel.

Una semana después de completar la ex-
traccion del suelo contaminado y formar las
biopilas se afiadio el estiércol de vacuno en la
dosis mencionada y el riego, empleando en
este ultimo 20 m3 al dia. El muestreo del suelo
contaminado se realizé los dias 0, 28, 56, 84,
112, 140, 168y 196, siendo el resultado del HTP
obtenido, el promedio a su vez de 40 muestras
tomadas aleatoriamente en las biopilas.

Analisis de datos

Para modelizar el comportamiento de la de-
gradacion del diesel se utilizo la curva logis-
tica. El modelo logistico propone que bajo
ciertas circunstancias, muchas magnitudes en
sistemas ecoldgicos y sociales evolucionan
con el tiempo de acuerdo con la expresion:

_ ky, e
k+yoie’.”V —li

donde k es se llama capacidad del sistema, i
se llama tasa natural de incremento, y, es el
valor inicial para la curva, y x es el dato origi-
nal. Una magnitud que crece de acuerdo con
esa expresion se dice que presenta crecimien-
to logistico. Los parametros de ajuste del
modelo logistico se ajustaron por minimos
cuadrados con la herramienta solver de Excel.

Resultados

En la figura 2 se presenta graficamente la
evolucién del tanto por ciento de degra-
dacién del diésel por kilogramo de suelo a
lo largo del tiempo, los puntos indican los
dias de muestreo.
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Figura 2. Evolucion del porcentaje de degradacion del diesel y ajuste de la curva logistica.
Figure 2. Change with time of the degradation percentage of diesel and logistic curve adjusted.

Al final de los primeros 28 dias, el nivel de
degradacién del diésel en el suelo se ubica-
ba en 5,33%. Aumentando la descontami-
nacion del diesel al 72% tras 140 dias, y al
96,4% a los 168 dias.

En la figura 2 se incluye la curva logistica
ajustada a los datos experimentales degra-
dacién del diesel (% degradacién) y en la
tabla 3 se dan los valores de los parametros
de la curva ajustada.

_ 131,2466-2,0927 - Q0081
131,2466 +2,0927 .(60,0281 v 1)

y

Del analisis de la curva logistica se deduce
que, la contaminacién de diesel comenzé a
disminuir al tercer dia cuando se empezo6 una
reducciéon del 0,1% de la contaminacion. La
remediacién total (99,8%) se estima que se
alcanzé en el dia 183. El muestreo a los 196
dias realizado para completar otro intervalo

de muestreo de 28 dias, tras el dia 168 ya da-
ba un buen nivel de descontaminacién, que
segun se ha observado se obtuvo 13 dias
antes, que de haberlo sabido se podia haber
dado por finalizada la remediacién del suelo,
con el consiguiente ahorro de coste.

Con objeto de poder comparar los resultados
obtenidos con otros trabajos similares, y dado
que uno de los factores mas importantes en
la velocidad de degradacion es la concentra-
Cién inicial de HTP (Margesin et al. 2007), se
ha realizado una gréfica, figura 3, donde ade-
mas se ha realizado un ajuste de los datos de
dicho trabajo a los 38 dias, para las series sin
tratamiento del suelo y la fertilizada (NPK),
para poder extrapolar hasta nuestra concen-
tracion inicial de HTP (45.000 mg/kg de sue-
lo). Los ajustes obtenidos con factores de co-
rrelaciones superiores al 0.9686, dan un buen
ajuste, para las ecuaciones que se muestran
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Tabla 3. Valores estimados de los parametros del modelo logistico
_ ky,e”
k+y0iei'x—1i

entre el porcentaje de degradacion (y) y los dias desde el inicio de la recuperacion (x)
Table 3. Adjusted parameters for the logistic model,

_ kyge
k+yoiei“—1i

where y = degradation percentage, and x = days from the beginning of the remediation process

Parametro Valor
k 131,25

i 0,0281

Yo 2,0927

R2 99,6%
E (x-y)? 838,714

y = 720.88x 2%
R? = 0.9686

y = 89.193¢ 091
R?=0.9983

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000
HTP(mg - Kg suelo™)

—¢—Sin tratamiento —@—NPK —a—Ajuste-modelo NPK —g— Ajuste-modelo sin tratamiento

Figura 3. Modelado de degradacién del HTP a los 38 dias en el suelo seguiin la concentracién
de HTP, para suelos sin tratamiento y con fertilizante NPK. Adaptado de Margesin et al. (2007).
Figure 3. HTP Degradation model, in the day 38, for several HTP concentration in soil
with otu treatment and fertilized one (NPK). Adapted from Margesin et al. (2007).
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en el gréfico. Observamos que para un suelo
sin tratar la degradacién es cercana al 1% y
sube al 33% si el suelo esta fertilizado, mien-
tras que en nuestro al afadir estiércol de
vacuno la degradacién es del 10%.

Discusion

En este trabajo se ha estudiado la biorreme-
diacion ex situ en condiciones reales de
campo de alrededor de 4 ha de suelo conta-
minado por diesel con un volumen de cerca
de 125000 m?3 durante 196 dias. La mejor for-
ma de medir la eficiencia del proceso de bio-
rremediacidon es monitorizar el porcentaje de
eliminacion de hidrocarburo (HTP) del suelo
(Atlas, 1992). La pérdida o degradacion de HTP
es la suma de dos procesos, la degradacién
microbiana y un proceso abiético, formado
por la evaporacion, adsorciéon de hidrocarbu-
ros en los coloides del suelo y oxidaciéon qui-
mica entre otros procesos (Alexander, 1999).
En este trabajo se han contemplado conjun-
tamente ambos efectos en la determinacién
de la curva de biorremediacién porque se
estimé interesante realizar el estudio en con-
diciones reales de campo.

Dado que la disponibilidad de nutrientes,
especialmente nitrégeno y fésforo suelen
ser los factores mas limitantes en la efectivi-
dad de la biorremediacion (Xu y Obbard 2004),
se anadié estiércol de vacuno mediante mez-
clado mecanico y agua residual, ademas estos
mejoran el oxigeno disponible en el suelo,
que mejora a su vez la eficiencia microbiana
en la descontaminacién por diesel del suelo
(Tsai et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este trabajo de
bieorremediacién campo con estiércol de
vacuno son coherentes con otros trabajos
de laboratorio, ya que a los 38 dias se tiene
unos porcentajes de degradacién entre los
obtenidos por Margesin et al. (2007) para
suelos sin tratamiento y fertilizados con

abono inorgéanico. Luego entendemos que
la metodologia empleada demuestra ser
eficaz y ademas respetuosa con el medio, ya
que para los volumenes de suelo desconta-
minadoy la alta concentracion de diesel, 1,4%
en peso, la cantidad necesaria de abono
inorganico sobre todo nitrégeno, seria muy
elevada, para mantener la relacion C/N en
20:1, teniendo en cuenta que el diesel con-
tamina al 86% en C (Margesin et al. 2007).
Ademas la fertilizacién inorganica no fun-
ciona bien en suelos arcillos (Singh y Lin,
2009) como es nuestro caso.

Con la curva logistica deducida anterior-
mente para la biorremediacién ex situ, po-
demos comparar nuestros resultados con
otros trabajos. La descontaminacion del 81%
la obtendriamos en nuestro trabajo a los
150 dias, muy alejado de los 41 dias de Well-
man et al. (2001), pero esto es légico por
dos motivos, primero que su concentracion
de HTP era 3 veces inferior a la nuestra, y
ademas en ese trabajo se afadia también
nitrégeno con fertilizante inorganico, que
al disminuir la relacion C/N, mejoraba el cre-
cimiento de los microorganismos, en caso
contrario el N se agota rapidamente y con
él, los microorganismos debido al alto con-
tenido de carbono de los hidrocarburos
como es el diesel (Molina-Barahona et al.,
2004; Perfumo et al., 2006).

La descontaminacion se estima completada a
los 183 dias con el 99,8%, este resultado es
analogo a otros trabajos que obtienen 200
dias en la biorremediacién empleando tam-
bién estiércol de vacuno (Fallgren y Jin, 2008)
aunque ellos en un ensayo de laboratorio.

Conclusién

En conclusion, la metodologia empleada en
este trabajo para la biorremediacién ex situ
de un suelo muy contaminado (1,4% en pe-
so de diésel), mediante su colocacién en
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biopilas de 1,5 m de altura, al cual se le afa-
dié estiércol vacuno y agua residual me-
diante volteo mecanico; tuvo un proceso de
recuperacion combinada entre factores bié-
ticos y abiodticos que se modelo matematica-
mente estimando en 183 dias el 99,8% de la
descontaminacion.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del contenido en nitrégeno del medio de culti-
vo sobre la cinética de produccién de gas y sobre la estima de la digestibilidad aparente de la materia
organica de ensilados de hierba. Para ello, se evaluaron mediante la técnica de produccién de gas 24
muestras de ensilados de hierba de digestibilidad aparente de la materia organica conocida de una
coleccion de muestras del Centro de Investigacidons Agrarias de Mabegondo. Los ensilados de hierba se
incubaron con liquido ruminal tamponado con medio de cultivo suplementado o no con nitrégeno, y la
produccion de gas obtenida se ajusté a un modelo basado en la generalizacién de Michaelis-Menten. De
los resultados obtenidos se deduce que la cantidad de nitrégeno aportado por el inoculo bacteriano y el
ensilado de hierba no fue suficiente para mantener un éptimo crecimiento microbiano (16,7 vs. 23,1 h
necesarias para alcanzar la mitad de la produccion potencial de gas en un medio con y sin suplementa-
cién de nitréogeno respectivamente; P < 0,001). En consecuencia, tanto las correlaciones encontradas
entre los parametros obtenidos del ajuste con un medio no suplementado con nitrégeno con la compo-
sicion quimica, o con la digestibilidad aparente fueron peores que los obtenidos con medio suplementa-
do. Todo ello condujo a unas peores ecuaciones de prediccién de la digestibilidad aparente al utilizar el
medio de cultivo no suplementado en nitrégeno (r> = 0,519) frente a otro suplementado (r? = 0,758).

Palabras clave: in vitro,, rumen, valoracién alimentos.

Summary
Effect of incubation medium nitrogen content on gas production and prediction of apparent organic
matter digestibility of grass silage

This assay was carried out in order to evaluate the effect of the culture medium N content on gas pro-
duction and on apparent organic matter digestibility prediction of grass silage. To carry out this experi-
ment, 24 grass silage samples of known apparent organic matter digestibility were selected from the
collection belonging to the Centro de Investigaciéns Agrarias de Mabegondo. Samples were incubated
in buffered rumen fluid supplemented and non supplemented with nitrogen and the obtained cumu-
lative gas production was adjusted to a generalized Michaelis-Menten model. Culture medium and
sample nitrogen content were not high enough to allow an optimal microbial growth and activity (16.7
vs. 23.1 h to obtain the half of potential gas production with and without nitrogen suplementation; P
< 0.001). As a consequence, the correlations between the gas production parameters obtained with a
non supplemented medium and the chemical constituents or the apparent organic matter digestibility
were worse than those obtained with a supplemented culture medium. All these results led to a worse
apparent organic matter digestibility predictive equation when a non supplemented nitrogen culture
medium was used (r2 = 0.519) compared with those obtained with supplemented medium (r2 = 0.758).

Key words: in vitro, rumen, feedstuff evaluation.
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Introduccion

La técnica de produccién de gas es una
metodologia in vitro barata y sencilla que se
ha venido utilizado en la valoracién de los
alimentos (Menke et al., 1979; Khazaal et
al., 1993). No obstante, la relacidon entre los
pardmetros de produccién de gas y las ca-
racteristicas de los alimentos, en especial
con la digestibilidad, puede verse afectada
por diversos factores. Entre ellos cabria des-
tacar la influencia de la composicion del
medio de cultivo, y en particular, su conteni-
do en nitrégeno (Rymer et al., 1999).

Es preciso tener en cuenta que en muchos
ensayos in vivo los alimentos se aportan sin
ningun aporte adicional de nitrégeno. Por
lo tanto, se podria pensar que empleando
un medio no suplementado en nitrégeno,
la técnica de produccién de gas podria estar
simulando mejor las condiciones del ensayo
in vivo, lo que permitiria mejores estimas de
la digestibilidad aparente de la materia
organica (DMO). De hecho, en los primeros
estudios dirigidos a obtener estimas de la
DMO utilizando esta técnica, se empled un
medio de cultivo no suplementado en nitroé-
geno (Menke et al., 1979).

La disponibilidad de nitrogeno afecta prin-
cipalmente a la cinética de produccion de
gas (Dryhurst y Wood, 1998). Al ser esta la
caracteristica con una mayor relacién con la
DMO (Khazaal et al., 1993), el aporte o no
de nitrégeno al medio de cultivo podria
afectar a la estima de la DMO obtenida
mediante la técnica de produccién de gas.

Por lo tanto, el objetivo del presente traba-
jo fue analizar el efecto del contenido en
nitrégeno del medio sobre la cinética de
produccion de gas, sobre la correlacién
entre los parametros de produccién de gasy
la composicién quimica o la DMO, y sobre la
estima de la DMO de ensilados de hierba.

Materiales y Métodos
Ensilados de hierba

Se seleccionaron 24 muestras de ensilado de
hierba (tabla 1) pertenecientes a una colec-
cion de 197 muestras, de digestibilidad apa-
rente conocida, evaluadas desde 1984 en el
Centro de Investigaciéns Agrarias de Mabe-
gondo (CIAM). Esta coleccion incluye ensila-
dos de caracteristicas diferentes, tanto en lo
que se refiere a las caracteristicas de la pra-
dera (localizacién geografica, composicion
botanica, precocidad del corte o nimero
del ciclo de aprovechamiento), como en lo
referente a la tecnologia utilizada para rea-
lizar el ensilado (tipo de silo, realizaciéon de
prehenificado o tipo de cosechadora).

Analisis quimico

De forma paralela a la evaluacion de la
digestibilidad, de cada alimento se tomaron
dos submuestras. Una de ellas fue secada en
estufa de aire forzado Unitherm, a 80 °C,
durante 16 horas, para la determinacion
por gravimetria del contenido en materia
seca (MS), mientras que la otra se conservé
sin desecar. El contenido en MS se corrigié
por las pérdidas de volatiles durante el seca-
do en estufa siguiendo la metodologia pro-
puesta por Dulphy y Demarquilly (1981),
aplicando una correccion de 10,3 g kg™ al
valor obtenido tras el analisis gravimétrico.

La submuestra no desecada se empled para
la determinacién de pH, N-total y N-amo-
niacal. Para ello, de acuerdo a la metodolo-
gia desarrollada por Laboratorio Agrario e
Fitopatoléxico de Mabegondo, se realiza-
ron tres fracciones. Con la primera fracciéon
se realizdé un macerado, para lo que se mez-
claron 50 g de muestra y 150 ml de agua
destilada a temperatura ambiente durante
2 horas. El sobrenadante resultante se em-
pleé para la determinacion del pH, median-
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Tabla 1. Medias, error estandar (s.e.) y rango obtenidos para la composicién quimica,
indicadores de la fermentacion del ensilado y digestibilidad aparente
Table 1. Means, standard error (s.e.) and range obtained for the chemical composition,
silage fermentative indicators and apparent digestibility

Ensilado de hierba (n=24)

Media s.e. Rango
Composicion quimica (g kg' MS,)
Materia Seca (MS) 234,3 83,7 143,0-528,0
Proteina Bruta (PB) 142,2 39,0 60,5-242,3
Nitrégeno soluble (% N total) 49,28 12,26  27,59-71,43
NH,(% N total) 9,09 4,66 2,92-16,58
Fibra Neutro Detergente (FND) 518,7 77,6 341,2-637,3
Fibra Acido Detergente (FAD) 357,0 49,8 251,6-458,1
Lignina Acido Detergente (LAD) 65,3 22,3 34,6-122,0
Celulosa (CEL) 26,3 4,2 14,9-34,4
Indicadores de la fermentacidn del ensilado
pH 4,27 0,30 3,60-4,90
NH, (% MS) 0,23 0,10 0,04-0,63
Determinaciones in vivo (g kg'')
Digestibilidad aparente de la materia orgéanica 664,3 80,2 508,6-804,8

s.e.. error estandar.

MSc: Materia seca corregida por pérdida de volatiles segun Dulphy y Demarquilly (1981).

te pHmetro provisto de electrodo combina-
do, y del N-amoniacal, usando un electrodo
selectivo (Orion). La segunda fraccién se em-
pled para la realizacién de un segundo mace-
rado, con agua destilada a 80 °C determinan-
dose el N-soluble mediante digestion macro
Kjeldahl, segun el método oficial n° 3 del
(Mapa, 1995), seguido por destilacion y deter-
minacion volumétrica del ion amonio. El con-
tenido en nitrégeno-total (Nt) se realizd
sobre la tercera fraccién, mediante la diges-
tion macro Kjeldahl descrita anteriormente.

La submuestra desecada se utilizé para la
evaluacion del contenido en humedad resi-
dual, cenizas (CZ), proteina bruta (PB), fibra
neutro detergente (FND), fibra acido deter-

gente (FAD), celulosa (CEL) y lignina acido
detergente (LAD).

El contenido en humedad residual y CZ se
determin6é mediante desecacién a 102 °Cy
posterior calcinacion secuencial a 460 °C en
un analizador termogravimétrico MAC500
(LECO Corporation, St Joseph, MI, EEUU),
siendo expresado el valor de materia organi-
ca (MO) como 1000-CZ. La proteina bruta
resulté de multiplicar por 6,25 el contenido
de N total obtenido del analisis de la muestra
mediante digestion micro Kjeldahl. La deter-
minacion de FND se efectu6 siguiendo el pro-
cedimiento propuesto por Van Soest et al.
(1991), y la de FAD y CEL segun Goering y Van
Soest (1970). La determinacion del contenido
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en LAD se realiz6 a partir del residuo insolu-
ble en detergente, mediante el método ligni-
na-sulfurico de Goering y Van Soest (1970).
Los contenidos de FND y FAD se expresaron
libre y con cenizas, respectivamente.

Determinacion de la digestibilidad aparente

Para la evaluacién de la DMO, realizada en
el CIAM, se utilizaron un minimo de cinco
carneros castrados de raza gallega de mas
de dos afios de edad, alojados en jaulas
metabdlicas dotadas de separadores de he-
ces y orina. Los animales, que disponian de
bloques de corrector vitaminico-mineral a
libre disposicion, recibieron ensilado como
Unico alimento. El nivel de alimentacién
fue ad libitum, ajustandose la oferta para
permitir un 10% de rechazo. El alimento
fue ofrecido diariamente en una uUnica co-
mida, a primera hora de la mafana, sin nin-
gun tipo de suplementacién externa de
nitrégeno.

Los carneros dispusieron de un periodo de
aclimatacién a cada ensilado y a las jaulas
metabdlicas de 10 dias. El ensayo de digesti-
bilidad se prolongé 11 dias mas, en los que
se cuantificé diariamente el alimento ofreci-
do y rechazado. Se tomaron alicuotas equi-
valentes al 10% del alimento ofrecido y
rechazado diariamente. Igualmente, se de-
terminé la produccién de heces, tomandose
una muestra equivalente al 20% de la canti-
dad total producida por cada animal. Las
muestras tomadas diariamente se acumula-
ron y se congelaron a -27 °C hasta el final
del ensayo para su posterior analisis fisico-
quimico. Finalmente, la DMO se calculé
aplicando la siguiente férmula:

) (MO, - MO))
DMO(gkg™) =1000 x ——-———<~
(gkg™) x MO

i

donde MO;y MO, son la cantidad de MO
ingerida y excretada, respectivamente.

Ensayos de produccion de gas

Cada muestra se incub6 por triplicado en dos
series independientes realizadas en semanas
diferentes. En cada serie se incubaron las
mismas muestras de forma paralela en medio
suplementado (McDougall, 1948) o no suple-
mentado (Menke et al., 1979) con nitrégeno.
La composicién de ambos medios de incuba-
cion se indica en la tabla 2. El aporte de
nitrégeno del medio de cultivo suplementa-
do con N (N*) se calculé como la suma de la
cantidad aportada por la solucién tampény
la solucién reductora. Ambas contribuyeron
al medio de cultivo final en un 21% y 6%
(v/v), respectivamente.

Una descripcién detallada del procedimen-
to llevado a cabo para la determinacion de
la produccion de gas se puede encontrar en
Garcia-Rodriguez et al. (2005). Seialar que
al comienzo de cada serie se determin¢ el
contenido en NH, del liquido ruminal utili-
zado como indéculo siguiendo el procedi-
miento descrito por Weatherburn (1967).

Ajuste de la produccién de gas

La curva de produccién acumulada de gas
del ensilado de hierba se ajusté6 mediante el
modelo propuesto por Groot et al. (1996).
Este modelo toma la forma:

A
= 0r BT

Donde G (ml g' MO) es la produccion de
gas a tiempo “t”,y “A", “B" y “c"” son cons-
tantes. Asi, “A” (ml g’ MO) representa la
produccion potencial de gas, “B” (h) es el
tiempo de incubacion para el que se alcan-
za la mitad de la produccion potencial de
gas, y “c” es una constante adimensional
que determina la forma de la curva.

"

A partir de los pardmetros “B” y “c” se pue-
de calcular la tasa de produccién de gas (R,
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Tabla 2. Composicién y cantidades aportadas del medio suplementado en N (N*) o no (N°)
Table 2. Composition and quantity added of medium supplemented (N*) or not (N)

N+ N-

Solucion de macrominerales 208 ml I-1 237 ml I-1
Na,HPO,.12H,0 9,459 I 57091
KH,PO, 6,209 I 6,209 I
MgS0,.7H,0 0,60 g " 0,60g "
Solucion tampon 208 ml I-1 237 ml I-1
NH,HCO, 4,00 g I

NaHCO, 35,00 g I 38,28 g I
Solucion reductora 62 ml I’ 71,3 ml I
Cisteina-HCI 6,25 gl

1M NaOH 40 ml I 3,74 ml I
Na,S.10H,0 6,67gl" 0,70 g I
Solucion de microminerales 0,1 ml I-1 0,1 ml -1
CaCl,.2H,0 13,2 mg ml! 13,2 mg ml!
MnCl,.4H,0 10,0 mg ml’ 10,0 mg ml’
Codl,.6H,0 1,0 mg ml! 1,0 mg ml!
FeCl;.6H,0 8,0 mg ml" 8,0 mg ml"
Solucién de resazurin 1ml 1,2ml I
Resazurin 0,01 gl 0,01 gl

h-1), a tiempo “t”, a partir de la siguiente
ecuacion (Groot et al., 1996):

ex it
B +1t¢

Para “c” > 1 la tasa de produccién de gas au-
menta hasta llegar a un maximo (RM). El
tiempo de incubacion al que sucede RM (t,,)
se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

toy = B x (c— 1)Ve

Los parametros de esta ecuacion se calcularon
utilizando un procedimiento de regresiéon no
lineal que minimiza, mediante el algoritmo
de Marquardt, las distancias de los puntos a la
curva resultante del ajuste (SAS, 2002).

Calculos y andlisis estadisticos

En este ensayo se ha considerado que la canti-
dad de nitréogeno total aportado por el alimen-
to al medio de incubacién fue la suma del
nitrégeno amoniacal y del soluble del ensilado.

El efecto del aporte de N del medio sobre la
produccién acumulada de gas en los distin-
tos momentos de incubacién, asi como so-
bre los pardmetros y los valores medios de
la tasa de produccion de gas, se realizo
mediante analisis de varianza (GLM) utili-
zando el paquete estadistico SAS (SAS,
2002). En este analisis se tomo el medio de
cultivo utilizado (N*y N°) como Unico trata-
miento, y a la muestra como repeticion.
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De forma paralela, se realizé un analisis de
correlacién de Pearson entre los parametros
del ajuste de la curva de produccién de gas,
obtenidos con ambos medios (N*y NY), y la
composiciéon quimica del ensilado (FND,
FAD, CEL, LAD y PB) y la DMO, y entre la
tasa de produccion de gas (R) a lo largo del
tiempo de incubacién, con la DMO.

Para cada uno de medios de incubacién (N*
y N°), se realizé un estudio de regresion mul-
tiple entre la DMO del ensilado de hierba y
los parametros resultantes del ajuste de la
curva de produccion de gas (A, B, ¢), utili-
zando un procedimiento de selecciéon por
tramos hacia delante. La estimacién de la
bondad del ajuste y el error de prediccién
de las regresiones obtenidas se evaluaron
mediante el coeficiente de determinacién
(r?) y la desviacién estandar de los residuos
(d.e.r.), respectivamente.

300
250
200 -
150
100 -

50

Produccion acumulada gas ml g MO

Resultados
Produccion de gas

La produccién acumulada de gas obtenida
utilizando los medios de cultivo N*y N-, a lo
largo de las 96 h de incubacion, se represen-
ta en la figura 1. Tal como se puede apre-
ciar, la produccién total de gas obtenida de
la incubacion de las muestras con el medio
de cultivo N* fue superior a la obtenida uti-
lizando el medio N-, siendo estas diferencias
significativas (P < 0,05) para la totalidad de
tiempos de determinacién de gas. Ademas,
se puede observar que estas diferencias fue-
ron mayores a tiempos cortos (a excepcion
de la medida realizada a las 2 horas) y me-
dios del periodo de incubacion.

Los valores medios de los parametros obteni-
dos del ajuste de la curva de produccién de

....... Medio no suplementado (N-)

48 60 72 84 96

Tiempo (h)

Medio suplementado (N+)

Figura 1. Evoluciéon de la produccién acumulada de gas a lo largo del tiempo de incubacién
utilizando un medio suplementado en N (N*) o no (N).
Figure 1. Cumulative gas production evolution with incubation time using a supplemented (N*)
or non supplemented (N°) with nitrogen culture medium.
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gas con ambos medios de cultivo se indican
en la tabla 3. En la misma puede observarse
que el parametro “B”, fue significativamente
inferior cuando las muestras se incubaron en
el medio N*. Por el contrario, no se encontra-
ron diferencias significativas ni en el parame-
tro “A”, ni en el parametro “c".

La evolucion de la tasa de produccion de
gas a lo largo del tiempo de incubacién se
representa en la figura 2. Se puede apreciar
que la tasa de produccién de gas fue mayor
en el medio N*, siendo estas diferencias sig-
nificativas (P < 0,05) durante las primeras 36
h de incubacion. Asi mismo, se observé que

Tabla 3. Medias, error estandar (s.e.) y significaciéon (P) de los parametros del ajuste de la produccion
acumulada de gas (A, B, ¢, RM)! utilizando un medio de cultivo suplementado en N (N*) o no (N°)
Table 3. Means, standard error (s.e.) and level of significance (P) for the cumulative gas production
parameters (A, B, ¢, RM)" with a supplemented (N*) or non supplemented (N°)
with nitrogen culture medium

Parametros
A (ml g’ MO) B (h) d RM (h")
N* N- N+ N- N+ N- N* N-
Media 269,5 267,4 16,7 23,1 1,43 1,51 0,0521 0,0366
P ns Xk ns .
s.e. 29,6 4,6 0,22 0,0102

T A: produccion potencial de gas; B: tiempo necesario para que se alcance el 50% de la produccion
potencial de gas; c: pardmetro adimensional que define la forma de la curva; RM: tasa de produccion

de gas maxima.
MO: materia organica.
s.e.: error estandar.

ns: P> 0,05; *: P< 0,05, **: P<0,01; ***: P < (0,001.

la tasa de produccion de gas maxima (RM)
fue significativamente mayor en el medio
N*+(0,0521 vs. 0,0366 h™'; P < 0,001).

Por otra parte, esta RM ocurrié antes en el
tiempo (9,0 vs. 14,3 h; P < 0,001) cuando se uti-
liz6 el medio de cultivo N* que cuando se uti-
lizé el N~. Una vez superados estos maximos,
la tasa de producciéon de gas se redujo de
forma mas marcada en el caso del medio N*,
de manera que a partir de las 36 h de incuba-
cion ya no se detectaron diferencias significa-
tivas en las tasas de produccion de gas.

Relacién de la producciéon de gas obtenida
utilizando un medio suplementado con
nitrogeno (N*) o no (N°) con la composicion
quimica y la DMO

Los coeficientes de correlacién entre los
parametros del ajuste de la produccion de
gas utilizando los medios de cultivo N*y N,
con la DMO y la composicién quimica de los
ensilados de hierba se resumen en la tabla 4.
Tal y como se aprecia, cuando se utiliz6 el
medio N- no se encontraron correlaciones
individuales significativas entre el parametro
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Figura 2. Evolucion de la tasa de produccion de gas (R) con el tiempo de incubacion
utilizando un medio suplementado con N (N*) o no (N").
Figure 2. Gas production rate (R) evolution with incubation time using a supplemented (N*)
or non supplemented (N°) with nitrogen culture medium.

“A", o el parametro “c”, y ninguno de los
parametros quimicos (FND, FAD, CEL, LAD,
PB) o la DMO. Por el contrario, las correlacio-
nes fueron significativas con el parametro
“B". Estas correlaciones fueron positivas para
el contenido en FND, FAD, CELy LAD, y nega-
tivas para el contenido en PB y la DMO. Ade-
mas, excepto para el contenido en LAD y
CEL, se puede considerar que las correlacio-
nes encontradas fueron altas (r > 0,70).

Al considerar los parametros obtenidos con el
medio de cultivo N*, los parametros “A” y “c”
presentaron correlaciones significativas con el
contenido en PB, de signo negativo para “A"
y positivo para “c”. En cualquier caso, ambas
correlaciones fueron bajas (r < 0,50). El para-
metro “B" presenté correlaciones significati-
vas tanto con los parametros de composicién
quimica como con la DMO. Las correlacio-
nes presentaron valores absolutos que osci-
laron entre 0,61 y 0,85, a excepciéon de la

correlacion correspondiente al contenido

en LAD, para el que se alcanzaron valores
inferiores a 0,50. De cualquier manera, las
correlaciones encontradas con el parametro
“B" fueron ligeramente superiores con el
medio de cultivo N*, excepto en el caso del
contenido en LAD (tabla 4).

La tasa de produccién de gas maxima obte-
nida con ambos tipos de medio, se encontré
significativamente correlacionada con los
parametros de composicién quimica y con la
DMO. En ambos casos, las correlaciones fue-
ron positivas con el contenido en PBy con la
DMO, y negativas con los pardmetros quimi-
cos relacionados con el contenido en pared
vegetal (FND, FAD, CEL, LAD). También en
este caso, las correlaciones obtenidas fue-
ron ligeramente superiores para el medio
N+, excepto para la observada con el conte-
nido en LAD (tabla 4).

La evoluciéon de la correlacion entre la tasa
de produccion de gas y la DMO a lo largo
del periodo de incubacién puede observarse
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Tabla 4. Coeficientes de correlacién entre los parametros del ajuste de la produccién de gas
(A, B, ¢, RM)" utilizando un medio de cultivo suplementado en N (N*) o no (N),
y la digestibilidad aparente de la materia organica o la composicion quimica?
Table 4. Correlation coefficients obtained between gas production parameters (A, B, ¢, RM)’
with a supplemented (N*) or non supplemented (N°) with nitrogen culture medium
and apparent digestibility or the chemical composition?

Parametros
A B C RM
N+ N- N+ N+ N- N+ N-

FND 0,25"s 0,24"s 0,85™** 0,80 0,02"s 0,16"s -0,75" -0,73"*
FAD -0,23ms -0,28" 0,74™** 0,70 0,06"s 0,27"s -0,71"* -0,65"**
CEL 0,12ns 0,06"s 0,70"** 0,61 0,19"s 0,36"s -0,54** -0,46"
LAD -0,21ns -0,19ms 0,45" 0,49" -0,18" -0,10M -0,44* -0,52**
PB -0,49" -0,40m -0,79"* -0,71"* 0,41" 0,18"s 0,82 0,78
DMO 0,05"s 0,08"s -0,77°* -0,72"** 0,34" 0,11ns 0,75 0,72

" A: produccién potencial de gas; B: tiempo necesario para que se alcance el 50% de la produccién
potencial de gas; c: parametro adimensional que define la forma de la curva;, RM: tasa maxima de pro-

duccion de gas.

2 FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra dcido detergente; CEL: celulosa; LAD: lignina dcido deter-
gente; PB: proteina bruta; DMO: digestibilidad aparente de la materia organica.

ns: P> 0,05 *P<0,05 "P<0,01;" P<0,001.

en la figura 3. En el caso del medio de cultivo
N+, esta correlacién aumenté desde las prime-
ras horas de incubacion alcanzando su maxi-
mo (r =0,85) a las 12 h tras la inoculacion, para
disminuir a partir de este maximo. En el caso
del medio N-la evolucion fue similar, si bien las
correlaciones fueron inferiores a las obtenidas
con el medio N* a lo largo de todo el periodo
de incubacién, obteniéndose la correlacién
maxima (r = 0,75) mas tarde en el tiempo, a
las 15 h del comienzo de la incubacion.

Estimacion de la DMO a partir de los
parametros de ajuste obtenidos utilizando
medio suplementado (N*) y no
suplementado con nitrégeno (N)

Las ecuaciones de prediccion de la DMO de
los ensilados de hierba, utilizando los para-
metros del ajuste de la curva de produccién

de gas obtenidos con medios de cultivo N*y
N- pueden verse en la tabla 5. Tal y como se
aprecia, al utilizar los pardmetros obtenidos
con el medio de cultivo N*, el procedimien-
to por tramos hacia delante llevé a conside-
rar al conjunto de parametros de la curva de
ajuste (A, By c), obteniéndose una ecuacion
con un elevado coeficiente de determina-
ciéon (r2 = 0,758) y un error de prediccion
(d.e.r. = 43,21 g kg') equivalente al 6,5% de
la DMO media.

Por el contrario, al considerar los parame-
tros obtenidos del ajuste de la curva de pro-
duccion de gas con el medio de cultivo N, el
procedimiento por tramos hacia delante,
Unicamente incluyé el parametro “B”. El
coeficiente de determinaciéon obtenido en
este caso fue 0,519 y el error de prediccion
encontrado 58,09 g kg™, lo que equivale al
8,7% de la DMO media (tabla 5).
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Correlacion R:DIVMO

0 12 24 36 48 60 72 84 9
Tiempo (h)

------- Medio no suplementado (N-) Medio suplementado (N+)
Figura 3. Evolucion de la correlacion entre la tasa de produccién de gas (R) obtenida utilizando
un medio de cultivo suplementado (N*) o no (N°) con la digestibilidad aparente (DMO)
a lo largo del tiempo de incubacién.
Figure 3. Evolution with incubation time of the correlation between gas production rate (R)
obtained using a supplemented (N*) or non supplemented (N') with nitrogen
culture medium and apparent digestibility (DMO).

Tabla 5. Ecuaciones de prediccion de la digestibilidad aparente de la materia organica utilizando
los parametros resultantes del ajuste de la produccién de gas (A, B, ¢)! obtenidas en
medio suplementado (N*) o no (N°) con nitrégeno
Table 5. Predictive equations of the organic matter apparent digestibility using gas production
parameters (A, B, ¢) obtained with a supplemented (N*) or non supplemented (N-)
with nitrogen culture medium

Intercepto  A(mlg'MO) B (h) C r2  d.er.(gkg?")
Medio suplementado en N 475,7 0,85 -15,99 155,79 0,758 43,21
Medio no suplementado en N 942,61 -12,25 0,519 58,09

T A: produccion potencial de gas; B: tiempo necesario para que se alcance el 50% de la produccion
potencial de gas; c: parametro adimensional que define la forma de la curva.

r?: coeficiente de determinacidn; d.e.r.: desviacién estandar de los residuos.
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Discusion

La curva de produccién de gas obtenida de la
incubacion in vitro de un alimento, depende
tanto de la naturaleza del propio alimento,
como de las caracteristicas del medio de cul-
tivo utilizado en la fermentacién, o de las con-
diciones en las que ésta se desarrolla (Rymer
et al., 1999). No obstante, en el caso de la
valoracién de alimentos, lo que se pretende
es que la produccion de gas sea lo mas inde-
pendiente posible de las caracteristicas del
ensayo, y que esté condicionada en la medi-
da de lo posible por las caracteristicas del
alimento analizado.

En el presente estudio se encontraron dife-
rencias notables en la producciéon de gas
obtenida al incubar las muestras de ensilado
de hierba en un medio de cultivo N* o N-
(figuras 1 y 2). Estas diferencias conllevan
que el ajuste de la produccién de gas resulte
en ecuaciones claramente diferenciadas,
reflejandose especialmente en el tiempo
necesario para que se alcance la mitad de la
produccion potencial de gas (B) (figura 1), y
en la tasa maxima de producciéon de gas
(RM), junto con el tiempo necesario para
alcanzarla (tg,,) (figura 2). Estas diferencias
podrian ser debidas a que en el medio de cul-
tivo N, la actividad potencial de los microor-
ganismos se veria limitada negativamente
por un posible déficit de N, reflejandose, de
forma general, en una menor tasa de pro-
duccion de gas (Krisnamoorthy et al., 1991).

En condiciones de déficit de nitrogeno en
relacion a la disponibilidad de hidratos de
carbono, como puede ser el caso al utilizar
un medio de cultivo no suplementado con
N, los microorganismos tenderian a adoptar
estrategias para reducir la produccién de ATP
(Russell, 1998) y disipar energia disponible
(Russell y Strobel, 1993), ya que un exceso de
ATP podria resultarles toxico. Entre las alter-
nativas disponibles, estaria el empleo de
rutas metabdlicas que producen lactato en
lugar de acetato (Russell, 1998), y el empleo

directo de hidratos de carbono para sintetizar
mucilago o polimeros de a-dextrinas (McA-
llan y Smith, 1976). Todo ello se traduciria en
una reduccién de la tasa de produccion de
gas, al ser ésta un reflejo del proceso fermen-
tativo, en particular de la produccion de aci-
dos grasos volatiles y ATP (Harrison et al.,
1979), y explicaria las diferencias entre me-
dios de cultivo observadas en la figura 2.

Estos resultados estarian en linea con los de
Dryhurst y Wood (1998), quienes describie-
ron que la limitacién en la disponibilidad de
nitrégeno causaba, basicamente, una dismi-
nucién de la cinética de produccién de gas,
sin afectar a la produccién potencial.

Si consideramos, que al inicio del periodo
de incubacion la proteina del alimento es
poco disponible para los microorganismos,
éstos harian uso, principalmente, del N
aportado por el medio de cultivo y el in6cu-
lo ruminal. En el caso del medio suplemen-
tado ambos aportarian una cantidad de N
equivalente a una concentraciéon de 233 mg
de N I'", frente a 105,4 mg de N I en el caso
del medio N".Es decir, el N utilizable represen-
taria el 2,2% y el 1,0% de la materia seca del
substrato incubado, para los medios de culti-
vo N* y N respectivamente. Por lo tanto, al
comienzo del periodo de incubacién, mien-
tras que en el medio de cultivo N- la cantidad
de N disponible se situa en el limite inferior
de las necesidades para no limitar la fermen-
tacion ruminal (1-1,2% de N sobre materia
seca incubada) establecidas por Van Soest
(1994), en el medio de cultivo N* se encuentra
1,8 veces por encima del limite superior del
rango establecido por este autor.

Para ensayos in vitro, en la bibliografia se
encuentran estudios en los que se evalluan
las necesidades en nitrégeno de los micro-
organismos, que permiten tasas maximas de
degradacion de los alimentos. Asi, Oosting
et al. (1989) utilizando una metodologia in
vitro discontinua observaron que para al-
canzar la maxima degradacién in vitro se
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requeria entre 88y 100 mg N I, valores infe-
riores a los que permitieron la mayor tasa de
produccion de gas en el caso presente. Junto
a las caracteristicas del fermentador, la mayor
digestibilidad de los alimentos utilizados en
el presente ensayo, en relacién a los emplea-
dos por Oosting et al. (1989), podria haber
contribuido a que las concentracion de N
necesarias, para alcanzar una tasa de fermen-
tacién 6ptima, hayan sido mas elevadas, ya
que las necesidades en nitrégeno son tanto
mas altas cuanto que la degradabilidad del
alimento es mayor (Erdman et al., 1986).

Esta mayor disponibilidad de nitrégeno al uti-
lizar el medio de cultivo N*, 2,2 veces mayor
al comienzo de la incubacién, se amortiguaria
a medida que aumente la disponibilidad del
N de la dieta. Considerando el aporte medio
de N de los ensilados, la mayor disponibilidad
de N al utilizar el medio de cultivo N*, se
reduciria, por término medio hasta 1,5 veces.
Esto explicaria que en periodos posteriores,
en particular después de alcanzar la tasa de
produccion maxima, se encuentre una menor
disminucion de la tasa de produccion de gas
al utilizar el medio N, resultando en un
patron de fermentacion mas homogéneo
(figura 2), y contribuyendo a la similitud de
produccién potencial de gas (A) con ambos
medios de cultivo (figura 1).

La influencia que el N disponible tiene so-
bre la cinética de degradacion, se traduce,
igualmente, a la correlacién de los parame-
tros de produccién de gas con los parame-
tros de la analitica quimica y con la DMO,
asi como en los resultados de la regresién
entre los parametros de producciéon de gas 'y
la DMO. Al utilizar los datos obtenidos en
los ensayos con el medio N*, se obtuvieron
mejores correlaciones y una mejor estima
de la DMO, lo que reflejaria una mayor
independencia de las condiciones trabajo. Por
lo tanto, la incubacién en un medio suple-
mentado con N estaria reflejando mejor el
proceso de degradacién in vivo, independien-

temente de que en éste los animales no reci-
bian ningun aporte externo de N.

En condiciones in vivo, los microorganismos,
ademas del aporte de nitrégeno de la ra-
cion, cuentan con aportes de urea endoége-
na, transferida al rumen a través de la saliva
(McDonald, 1948), que puede suplir el défi-
cit existente cuando el aporte dietético es
inferior a sus necesidades.

La menor capacidad de prediccion que
resulta al utilizar un medio de cultivo N se
encontraria en contraposiciéon por lo obser-
vado por Menke et al. (1979), quienes en-
contraban ecuaciones de prediccién muy
precisas utilizando medio de cultivo no su-
plementado. El mayor contenido en PB de
los alimentos incubados (203,0 vs. 142,2 g
kg), respecto a los del presente ensayo, asi
como el empleo de un inéculo mas concen-
trado (1:2 vs. 1:4), podrian explicar estas di-
ferencias. Ademas, Menke et al. (1979) jun-
to a la produccion de gas a las 24 h de
incubacion, utilizé como variables indepen-
dientes los contenidos en PB, grasa y los
extractivos libres de nitrégeno, lo que con-
tribuiria a mejorar la bondad de la predic-
cion de las ecuaciones propuestas.

Conclusiones

La cantidad de nitrégeno aportado por el
inoculo bacteriano y el ensilado de hierba
no fue suficiente para mantener un éptimo
crecimiento microbiano. Esto contribuyé a
que las correlaciones encontradas entre los
parametros obtenidos del ajuste de la curva
de producciéon de gas tanto con la composi-
cién quimica y la digestibilidad aparente de
la materia organica, fueran inferiores cuan-
do el medio de cultivo no fue suplementado
con nitrégeno, traduciéndose en mejores
ecuaciones de prediccion de la digestibili-
dad al utilizar el medio de cultivo suple-
mentado con nitrégeno.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2010
DE LA
ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

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

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

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

2. Los articulos que podran acceder al premio serdn todos aquellos que se publi-
quen en ITEA en el afio 2010. Consecuentemente, los originales deberan ser
enviados de acuerdo con las normas de ITEA y aprobados por su Comité de
Redaccion.

3. El jurado estara constituido por las siguientes personas:
a) Presidente de AIDA, que presidira el jurado.
b) Director de la revista ITEA, que actuara de Secretario.
¢) Director Gerente del CITA (Diputacién General de Aragon).
d) Director del Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza.
e) Director de la Estacién Experimental de Aula Dei.
f) Director del Instituto Pirenaico de Ecologia.
4. El premio sera anual y tendra una dotaciéon econémica.
5. Las deliberaciones del jurado seran secretas, y su fallo inapelable.

6. El fallo del jurado se daréd a conocer en la revista ITEA, y la entrega del premio
se realizard con motivo de la celebracién de las Jornadas de Estudio de AIDA.
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(*) Cursos de Especializacion de Postgrado del correspondiente Programa Master of Science (*marcados con asterisco en el listado). Se desarrollan
cada dos anos:

~ MEJORA GENETICA VEGETAL: 10-11; 12-13; 14-15 ~ PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL
_ OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA: 09-10; 11-12; 13-14 Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE: 10-11; 12-13; 14-15
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Se destinan primordialmente a titulados superiores en vias de especializacion de posgrado. No obstante se estructuran en unidades independien-
tes para facilitar la asistencia de profesionales interesados en aspectos parciales del programa. Los participantes que cumplan los requisitos aca-
démicos pueden optar a la realizacion del 2° afio para la obtencion del Titulo Master of Science. El plazo de inscripcion para los cursos de Mejora
genética vegetal, Planificacion integrada para el desarrollo rural y la gestion del medio ambiente y Acuicultura finaliza el 4 de Mayo 2010. El plazo
de inscripcion para el curso de Olivicultura y elaiotecnia finaliza el 15 de Abril 2011. El plazo de inscripcién para los cursos de Nutricion animal,
Mejora genética animal y biotecnologia de la reproduccion y Marketing agroalimentario finaliza el 3 de Mayo 2011.

El Estado Espafol reconoce el titulo Master of Science del CIHEAM otorgado a través del IAMZ como equivalente al titulo oficial de Master del sis-
tema universitario espafol.

Los cursos de corta duracién estan orientados preferentemente a investigadores y profesionales relacionados en el desarrollo de sus funciones
con la tematica de los distintos cursos. El plazo de inscripcion para los cursos de corta duracion finaliza 90 dias antes de la fecha de inicio del curso.

Becas. Los candidatos de paises miembros del CIHEAM (Albania, Argelia, Egipto, Espafa, Francia, Grecia, Italia, Libano, Malta, Marruecos, Portu-
gal, Tinez y Turquia) podran solicitar becas que cubran los derechos de inscripcién, asi como becas que cubran los gastos de viaje y de estancia
durante el curso. Los candidatos de otros paises interesados en disponer de financiacion deberan solicitarla directamente a otras instituciones
nacionales o internacionales.

No obstante, en algunos cursos coorganizados con otras instituciones pueden existir becas destinadas a candidatos de algunos paises no miembros
del CIHEAM. Se recomienda consultar el correspondiente apartado de becas en el folleto informativo que se edita especificamente para cada uno
de los cursos programados.



CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
EVALUACION Y SEGUIMIENTO DE LA DESERTIFICACION Y DE 28 Sep./3 Oct. 09 Zaragoza IAMZ/UE-Proyecto
LA VULNERABILIDAD DE LOS SISTEMAS DE USO DEL SUELO DeSurvey
W PREDICCION DE LA DESERTIFICACION A MEDIO PLAZO 18-23 Ene. 10 Zaragoza IAMZ/UE-Proyecto
E DeSurvey
@ ACUIFEROS COSTEROS PARA RIEGO Y ABASTECIMIENTO: 22-27 Mar. 10 Zaragoza IAMZ
= USO SOSTENIBLE Y ACTUACIONES DE REMEDIACION
g GESTION ADAPTATIVA DE LOS ECOSISTEMAS FORESTALES 10-15 Mayo 10 Zaragoza IAMZ
a MEDITERRANEOS AL CAMBIO CLIMATICO
W  * pLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO 4 Oct. 10/10 Jun. 11 Zaragoza IAMZ/UdL
= RURAL Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE
ECONOMIA AMBIENTAL Y DE LOS RECURSOS NATURALES 7-18 Feb. 11 Zaragoza I1AMZ
2
©
g * MARKETING AGROALIMENTARIO 5 Oct. 09/11 Jun. 10 Zaragoza IAMZ
N  MARKETING DE PRODUCTOS ECOLOGICOS 18-22 Oct. 10 Zaragoza IAMZ
&' INCORPORACION DE LA CALIDAD Y LA SEGURIDAD 4-8 Abr. 11 Zaragoza IAMZ
O  ALIMENTARIA EN LOS PLANES DE MARKETING
E ESTRATEGIAS DE MARKETING PARA LOS PRODUCTORES 13-17 Jun. 11 Zaragoza IAMZ
s AGRARIOS LOCALES
o
v
ESTABLECIMIENTO Y G[—ZSTION DE AREAS MARINAS 8-13 Mar. 10 Zaragoza IAMZ/MARM-SGM
PROTEGIDAS DE INTERES PESQUERO
NUEVAS PERSPECTIVAS PARA LAS CADENAS DE 26-30 Abr. 10 Zaragoza IAMZ/FAOQ/
<< COMERCIALIZACION EN PESCA ARTESANAL Y ACUICULTURA MARM-FROM
g A PEQUENA ESCALA
5 MEJORAS TECNOLOGICAS EN ARTES DE PESCA PARA 14-18 Jun. 10 Zaragoza IAMZ
a UNA GESTION SOSTENIBLE
£ *ACUICULTURA 18 Oct. 10/31 Mayo 11 Las Palmas de ULPGC/
Y] Gran Canaria ICCM/IAMZ
N GESTION DE LA SEGURIDAD EN MOLUSCOS BIVALVOS 27 Sep./1 Oct. 10 Santiago de IAMZ/Univ. Santiago
> Compostela de Compostela/FAO
6 CULTIVO DE ALGAS MARINAS: TECNICAS, USOS Y 22-26 Nov. 10 Zaragoza IAMZ
m PERSPECTIVAS DE DESARROLLO
& HERRAMIENTAS PARA EL SEGUIMIENTO Y VIGILANCIA 14-18 Mar. 11 Zaragoza I1AMZ
EN LOS SISTEMAS DE CONTROL DE LA PESCA
MONITORIZACION DE LOS EFECTOS AMBIENTALES 23-27 Mayo 11 Murcia IAMZ/CAA-CARM

DE LA ACUICULTUR

Informacion e inscripcion. Los folletos informativos de cada curso se editan 6-8 meses antes de la fecha de inicio. Dichos folletos, asi como los
correspondientes formularios de solicitud de admisiéon pueden solicitarse a la direccién del IAMZ u obtenerse directamente de la pagina web:

Instituto Agronomico Mediterraneo de Zaragoza

Avenida de Montafana 1005, 50059 Zaragoza (Espafa)

Teléfono +34 976 716000 - Fax +34 976 716001 - e-mail iamz@iamz.ciheam.org
www.iamz.ciheam.org
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ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO
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Informacién Técnica Econémica Agraria

CONCESION DEL PREMIO
PRENSA AGRARIA 2009 DE AIDA

Presidente
Ricardo Revilla Delgado

Vocales

José Luis Arrue Ugarte
Dunixi Gavifia lturriaga
José Gonzalez Bonillo
Blas Valero Garcés

Secretario
Juan A. Marin Velazquez

Reunido el Jurado del Premio 2009 de Prensa Agraria de AIDA formado por D.
Ricardo Revilla Delgado, Presidente de AIDA, D. Dunixi Gavifa lturriaga, en
representacion del Director del Instituto Agronémico Mediterrdneo de Zaragoza
(IAM2Z), D. José Luis Arrae Ugarte, Director de la Estacion Experimental de Aula
Dei (CSIC) y D. Blas Valero Garcés, Director del Instituto Pirenaico de Ecologia
(CSIC), y D. José Gonzalez Bonillo, Director Gerente del Centro de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentaria (CITA) que disculpa su asistencia, y actuando como
secretario D. Juan A. Marin Veldzquez, Director de ITEA, tal como establecen las
bases de la convocatoria aprobadas en la Asamblea General de la Asociacion cele-
brada en mayo de 1983, acordé premiar entre los articulos publicados en ITEA
durante el ano 2009 al siguiente:

Premio “Prensa Agraria”: "Evaluacion de la eficacia del programa de moni-
torizacion de las poblaciones de vectores de lengua azul, Culicoides imicola
Kieffer, 1913 y complejo Culicoides obsoletus Meigen, 1818 (Diptera: Ceratopo-
gonidae), en Espafia" siendo sus autores C. Calvete, R. Estrada, M.A. Miranda, R.
Del Rio, D. Borras, L. Garrido, B. Muioz, L.J. Romero y J. Lucientes.

Zaragoza 14 de Mayo de 2010




INSCRIPCION EN AIDA

* Si desea Ud. pertenecer a la Asociacién, rellene la ficha de inscripcion asi como la carta para
la domiciliacion del pago de la cuota de asociado y envielas a AIDA Avda. Montafana 930.
50059 Zaragoza.

El abajo firmante solicita su inscripcion como miembro de la Asociaciéon Interprofesional
para el Desarrollo Agrario.
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Profesion.......c.cceeeeeeceeceieece e, Empresa de trabajo........ccooiiiiiiiiiii e
Area en que desarrolla su actividad Profesional ...........cccceueueuereueeeeeeeeeeeseeee e seseeeeenas

CUOTA ANUAL: Firma.
[ ITEA 40 €

FORMA DE PAGO:

[ Cargo a cuenta corriente o libreta 1 Cargo a tarjeta

[ Cheque bancario a VISA

Tarjeta nimero: d MASTERCARD

OO 0gooogoooogon Fecha de caducidad: /

SR.DIRECTOR DE.... ettt ettt s e e et e r et e e b e e e e n e e s e e ae e e e eae e nne e e e naeennenanan

Muy Sr. mio:

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

Atentamente,

Firmado:

BANCO O CAJA DE AHORROS: .....ooeeeeeeeeeecteteeeecte e eeseessseaeses s sesesasesssassssen s sssesasassssesesanensnssssnanasanen
SUCURSAL ..ottt sttt et b s s s st s e s bbbt b sttt s s s s st s s st en s b s s st n st naen
DIRECCION CALLE/PLAZA: ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae s eesas s sesaseenssaenssssssassessssanansans VO
CODIGO POSTAL: oottt e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s anananes
POBLACION: ...vuvieiecteteiectcte ettt b et a et es st s st s s s s s s s s s snas







