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« INFORMACION GENERAL

La Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial es una publicacién con pe-
riodicidad semestral, arbitrada, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universi-
dad del Cauca, que acepta trabajos originales e inéditos producto de investigacion en el campo
de la ciencia, la ingenieria y la tecnologia que tengan un impacto en el sector agrario regional,
nacional e internacional en temas como Agroindustria alimentaria y no alimentaria, Ciencias
agricolas y pecuarias, Ciencias Forestales, Energia y Medio Ambiente, Computacién Aplicada,
Biotecnologia, Equipos y Procesos, Administracion Industrial, en idiomas espafiol (idioma suge-
rido para mayor visibilidad y factor de impacto), inglés y portugués.

+ POLITICAS EDITORIALES

Compromiso de tipo formal. Con la remision del manuscrito postulado para evaluacién y pu-
blicacion, el (los) autor(es) acepta(n) la totalidad de las condiciones estipuladas en las normas.

Compromiso de tipo ético. Los autores deben establecer, por escrito, un compromiso de tipo
ético en cuanto a la originalidad del manuscrito postulado: “El autor(es) firmante(s) declara que el
manuscrito presenta resultados originales de una investigacion, que no han sido publicados ni estdn
siendo considerados para publicacion en otra revista, ajustdndose ademds a las normas éticas inter-
nacionales de propiedad intelectual y autoria”. En la carta se deben incluir los datos personales de
cada uno de los autores: nacionalidad, escolaridad, correo electrénico institucional, teléfonos
para su ubicacién o direccién postal y filiacién institucional, o en su defecto, la direccién Web
donde pueden ser consultados.

Derechos de Autor. Con el envio de los trabajos, los autores(as) conceden “Derechos de Autor”
a la revista, por lo que los trabajos no pueden tener derechos otorgados a terceros, a la fecha
de envio. La concesion de Derechos de Autor significa la autorizacién para que la revista pueda
hacer uso del manuscrito, o parte de él, con fines de divulgacion y difusion de la actividad
cientifica- tecnoldgica. En ningln caso, dichos derechos afectaran la propiedad intelectual que
es propia de los(as) autores(as).

+» PROCESO GENERAL

Envio de manuscritos. El texto completo de los trabajos en formato Word mas la carta de
presentacion y la informacion de los evaluadores sugeridos (dos pares nacionales y dos inter-
nacionales), deben remitirse por correo electrénico (biotecnofaca@unicauca.edu.co o biotec-
nofaca2009@gmail.com) o por intermedio de la plataforma Open Journal System (OJS), luego
del registro como usuario.
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Proceso de evaluacion. El proceso inicia con la revision por parte del Comité Editorial que se
reserva el derecho de rechazar un manuscrito (decision definitiva e inapelable) que presente
deficiencias en estructura y redaccion y que no cumpla con las areas tematicas, las normas
de publicaciéon y referencias pertinentes o sugerir modificaciones con el objeto de lograr una
mejor calidad. Los trabajos aceptados se evaluaran a ciegas, por dos (2) arbitros expertos en el
area de conocimiento, quienes emitiran un concepto detallado sobre la pertinencia y atractivo
cientifico y tecnoldgico, la rigurosidad del tratamiento del tema, el ajuste a las normas de la
revista y su contribucién al desarrollo de la ciencia, la ingenieria y la tecnologia. Por ningtin mo-
tivo se permitira la evaluacién simultadnea de mas de dos manuscritos por un autor proponente.

Si el concepto de los dos arbitros coincide, el Editor-Jefe acepta o rechaza el manuscrito. Si no
coincide, se busca el concepto de un tercer arbitro: si es rechazado, el manuscrito y las obser-
vaciones de los arbitros se remiten a los autores para que consideren su publicacién en otro
medio. Si el manuscrito es aceptado con modificaciones menores o mayores, éste y las obser-
vaciones de los arbitros se remiten a los autores para que éstos remitan una versién revisada
y corregida en maximo 20 dias, acompafiada de una carta dirigida al Editor-Jefe enumerando
detalladamente los cambios realizados con base en las observaciones de los arbitros: sera el
Editor-Jefe quien decida sobre la aceptacion de la version corregida. Pasados los 20 dias, el
editor, a discrecion, tratard el manuscrito como caducado, por lo que debera ser presentado
nuevamente siguiendo el proceso indicado.

+ TIPOS DE ARTICULOS

Articulos de investigacion cientifica. Documento que presenta, de manera detallada, los re-
sultados originales de investigaciones culminadas y esta constituido por: 1. INTRODUCCION,
2. METODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos
son opcionales y se incluyen luego de las conclusiones.

Articulo de reporte de caso. Documento que presenta los resultados de un estudio sobre una
situacion particular con el fin de dar a conocer las experiencias técnicas y metodolégicas consi-
deradas en un caso especifico. Incluye una revision sisteméatica comentada de la literatura so-
bre casos analogos y esta constituido por: 1. INTRODUCCION, 2. METODO, 3. RESULTADOS,
4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos son opcionales y se incluyen
luego de las conclusiones.

Articulos de reflexion. Documento que presenta resultados de investigacion sobre un tema
especifico bajo una déptica analitica, interpretativa y critica del(los) autor(es) con base en fuen-
tes originales (por lo menos 30 referencias). La estructura es: 1. RESUMEN, 2. INTRODUC-
CION, 3. DESARROLLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Articulo de revision (Review). Documento resultado de una revisién analitica y critica de literatu-
ra (minimo 50 referencias) sobre un campo en ciencia o tecnologia en el que se analizan, sistema-
tizan e integran los resultados de investigaciones publicadas para mostrar los avances cientificos
y las tendencias de desarrollo, mas los aportes de los proponentes. Esta compuesto por: 1. RESU-
MEN, 2. INTRODUCCION, 3. DESARROLLO DELTEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Cartas al editor. Son comunicaciones cortas, con posiciones criticas, analiticas o interpreta-
tivas sobre los manuscritos publicados previamente en la revista, temas o asuntos de interés
profesional para los lectores, que a juicio del Comité editorial constituyen un aporte importan-
te a la discusion del tema por parte de la comunidad cientifica de referencia.

Editorial. Documento escrito por el editor, un miembro del comité editorial o un investigador
invitado sobre orientaciones en el dominio tematico de la revista, sobre aportes a los investi-
gadores en cuestiones de presentacion y estructura de sus articulos, con reflexiones sobre la
presentacion de documentos escritos, su normatividad, su importancia y otros.
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« FORMA Y PREPARACION DE MANUSCRITOS

Todo documento remitido a BIOTECNOLOGIA EN EL SECTOR AGROPECUARIO Y AGROIN-
DUSTRIAL debe cumplir con:

e  Originalidad: el aporte debe ser totalmente inédito, no publicado en ninglin otro medio.

e  Consistencia metodoldgica: en donde se haga evidente el uso de métodos y técnicas de
investigacion vélidos.

e  Significacion del asunto tal que informe o ilustre situacion relevante en el sector Agrope-
cuario y Agroindustrial.

e Impacto para un amplio sector de la academia, la investigacién y estudiantes.

e  Avance del campo: en el cual sea claro y evidente el aporte a consideraciones y practicas
de mejora en el campo de investigacion Agropecuario y Agroindustrial.

e  Consideraciones éticas.

e  Estilo de redaccion claro, conciso y ordenado, evitando jergas personales y expresiones
locales.

Partes del manuscrito

La INTRODUCCION debe resaltar la importancia de la investigacion, presentar la literatura
relacionada y entregar antecedentes necesarios para comprender la hipétesis de los autores,
terminando con un parrafo que indique claramente los objetivos de la investigacion.

El METODO debe tener suficiente informacién que permita a otro investigador replicar el
ensayo Yy lograr los mismos resultados, asi como la inclusion del disefio experimental, el andlisis
estadistico y las referencias de los métodos ya publicados.

Los RESULTADOS se deben presentar en forma clara, apoyados con cuadros y figuras, con el
andlisis estadistico y de los alcances de otros investigadores que alimenten la discusién.

Las CONCLUSIONES se describen de forma clara y precisa, derivadas del andlisis de los resul-
tados y con base en los objetivos planteados.

Los AGRADECIMIENTOS se incluyen si el autor(es) lo desea (n), redactados en forma sobria 'y
que no supere 4 lineas.

Las REFERENCIAS deben contener todos los documentos consultados.

Formato general. La extension maxima es de 12 paginas, en tamafio carta (21,59 cm de ancho
y 27,94 cm de alto) con interlineado sencillo y contenido a doble columna (7,5 cm de ancho de
columna) a partir de la INTRODUCCION, escrito en Arial recta (excepto los nombres cientificos
que van en cursiva) de 11 puntos, margenes de 3 cm en el borde superior, 2 cm en el inferior
y 2,5 cm en las margenes laterales. Las cifras decimales se separan con coma y los nombres
cientificos se escriben en cursiva. Cuando se usen siglas, debe indicarse el significado completo
la primera vez, luego puede usarse la sigla como tal.

Titulo del manuscrito. Debe estar en los tres idiomas y hacer referencia al contenido de una
forma clara y concisa, escrito en Arial recta 11 puntos (excepto los nombres cientificos), ma-
yuscula, negrilla y centrado y no debe exceder 15 palabras: si ello no es posible, debera incluir
un subtitulo luego de dos puntos.

Informacion del autor (es). Los autores se nombran segln la importancia y contribucion en la
investigacion o en la preparacion del manuscrito, separados entre si por comas y enumerados
con superindice. Posterior a los titulos, a dos interlineas, centrado, en mayuscula y sin negrilla,
incluir primer y segundo nombre si lo tiene, primer y segundo apellido separados por un guién
medio. En nota al pie de pagina (Arial 8 puntos, en la parte inferior de la primera pagina y
justificada) se indicara la filiacién de cada autor, finalmente la palabra Correspondencia (en
negrilla) y dos puntos, en la que debe aparecer el correo institucional del autor elegido para el
envio de correspondencia.
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Ejemplo:

1Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de investiga-
cion Ciencia y Tecnologia de Biomoléculas de Interés Agroindustrial (CYTBIA).
Maximo titulo profesional alcanzado. Ciudad, Pais.

Correspondencia: gfvssp@unicauca.edu.co

Resumen. La palabra RESUMEN debe justificarse al margen izquierdo, en mayuscula y negrilla,
iniciando la escritura luego de dos interlineas en un solo parrafo justificado sin exceder de 200
palabras e incluird Introduccioén, justificacién, objetivos, metodologia, resultados y conclusio-
nes de la investigacion haciendo énfasis en los logros alcanzados. Debe ser conciso, escrito en
espafniol, inglés (ABSTRACT) y portugués (RESUMO).

Palabras clave. Se ubican luego de cada resumen. El titulo en mayuscula, negrilla, en espaiiol
(PALABRAS CLAVE), inglés (KEYWORDS) y portugués (PALAVRAS-CHAVE) seguido de dos
puntos. Se admiten, minimo tres (3) y maximo cinco (5) palabras clave que no hagan parte del
titulo, con la primera letra en mayuscula, separadas entre si por comay con punto al final.

Ejemplo:
PALABRAS CLAVE: Reologia, Pos cosecha, Maduracién, Bactris gasipaes.

Cuadros y figuras. Se acepta un maximo de 6 figuras y/o cuadros y deberan aparecer dentro del
texto y procesarse en el formato original, con buen contraste y resolucion (calidad minima de
300 dpi) para evitar policromias y facilitar la diagramacién. El titulo va en la parte superior y no
debe superar dos lineas, en Arial recta normal 9, separado por una interlinea y con punto final;
debe incluir la palabra Cuadro o Figura seguido del nimero arabigo consecutivo (en negrilla),
un punto y una breve descripcion (Ejemplo: Cuadro 1. Titulo descriptivo). Se deben usar lineas
horizontales y verticales para separar las entradas del cuadro y cada columna debe tener enca-
bezado (en negrilla, con mayuscula inicial). El tamafo de fuente al interior de un cuadro es arial
9 puntos normal y, en el caso de necesitarse algln pie de cuadro/figura o fuente de consulta,
debe estar escrito en Arial 8 puntos normal.

Titulos (en arial recta 11 puntos). Los de primer nivel (partes principales del manuscrito) con
mayuscula sostenida y negrilla; los de segundo nivel con mayuscula inicial, negrilla y sin punto
final, separados del texto por dos interlineas. Los de tercer nivel con mayuscula inicial, negrilla
y un punto seguido, continuando el texto en el mismo rengléon luego de un espacio.

Ejemplo:

METODO
Materiales
Material vegetal. El material vegetal usado.............

Expresiones matematicas. Deben ser escritas dejando dos espacios sobre, debajo y entre cada
una de ellas y se debe utilizar el editor de ecuaciones de MS Word. Deben seguir un formato
uniforme, justificarse al margen izquierdo y usar la expresién (Ec.1) con nimeros arabigos con-
secutivos justificada al margen derecho (para mayor facilidad, insertarlas en un cuadro de dos
columnas, sin bordes), citdndolas en el sitio indicado. El significado de las variables y sus res-
pectivas unidades deben aparecer luego de que se utilicen por primera vez, usando el Sistema
Internacional de Unidades (Sl).

Referencias. Deben ser al menos 20 y minimo el 70% de ellas deben ser recientes (de los
Ultimos tres afos) y corresponder a articulos de investigacion cientifica (al menos el 60% del
total) de corriente principal que puedan respaldar lo escrito, minimizando el uso de literatura
gris (tesis, de informes locales y de poco alcance, y de trabajos de congresos, a menos que sea
necesario). Dentro del manuscrito se deben indicar seglin el orden de aparicion y encerradas
entre corchetes [1,2], notacion que se mantendra en la seccion de REFERENCIAS. Se permitira
maximo un 15% de autocitacion y se espera que gran parte de las citaciones provengan del
idioma inglés. Si la referencia cuenta con 4 o mas autores, usar et al.
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Para las referencias se deben seguir estos criterios:

Articulo cientifico:

SMITH, J.S., SORIA-WHITE, R. and WEBBER, A. Chaos in a model offorced quasi-geostrophic
flow over topography: an application of Melinkov's method. Food Control, 2(3), 1991, p. 511-
547, DOI (si lo tiene).

Libro:
BILLAS, G.L. y GOSPS, J. Fisica cuantica. 4 ed. Madrid (Espana): Acribia, 1990, 450 p.

Capitulo de libro:

LEWIS, P. and STEVENS, J.G. En: Time Series Prediction. Modeling time series by using Multivaria-
te Adaptive Regression Spiines (MARS). 1 ed. Madrid (Espafia): Iberoamericana, 1994, p. 297-318.

Memoria de evento:

ALZATE, N., BOTERO, T.y CORREA, D. El arte de la escritura de articulos. Memorias XIX Con-
greso Latinoamericano de Ponencias Cientificas. Cordoba (Argentina): Instituto Argentino de
Investigaciones, Tomo II, 2000, p. 219-228.

Normas técnicas:

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (AOAC). ASTM D1434-82: Standard
test method for determining gas permeability characteristics of plastic film and sheeting. Pen-
nsylvania (USA): 2009, 13 p.

Reporte de un organismo o Gobierno:

COLOMBIA. MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL. La situacién de la pro-
vision de alimentos en un mundo moderno. Bogota (Colombia): 1997, 57 p.

Tesis:

JACOBS J. Regulacién of life history strategies within individuais in predictable and unpredic-
table environments [Ph.D. Thesis Social Communication]. Seattle (United States): University of
Washington, Faculty of Humanities, 1996, 345 p.

Patentes:

MOREIRA, G. e MATOS, T. Embalagem biodegradavel de amido de inhame. US 6.444.567,
Clases 343, 356. Sao Paulo (Brasil): 2001.

Monografias electrénicas:

MACIAS, J.C., SANTOS, J.M. and WILD, E. Handbook of Nanomaterials [online]. 1996. Dispo-
nible: http:/nano.hb/handbook/ kewat.com/[citado 4 de abril de 2004].

Otras referencia electroénicas:

NOAA-CIRES. Climate Diagnostics Center. Advancing Understanding and Predictions of Clima-
te Variability [online]. 2010. Disponible: http:/www.cdc.noaa.gov [citado 8 de Agosto de 1998].

ASHWELL, M. ILSI Europe Concise Series. Concepts of functional foods [online]. 2002. Dispo-
nible:http:/www.ilsi.org/Europe/Publications/C2002Con_Food.pdf. [citado 13 mayo de 2009].
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EDITORIAL

ARTICULOS DE INVESTIGACION CIENTIFICAY TECNOLOGICA

16  Analisis multimodelo del crecimiento de Pseudoplatystoma
orinocoense en la cuenca media del Orinoco, Venezuela
Angel Gonzalez, Jeremy Mendoza, Freddy Arocha, Aristide Marquez

25  Efecto entre microorganismos eficientes y fitomas-e
en el incremento agroproductivo del frijol

Alexander Calero-Hurtado, Elieni Quintero-Rodriguez, Anery Pérez-Diaz,
Dilier Olivera-Viciedo, Kolima Pefia-Calzada, Janet Jiménez-Hernandez

34  Efecto de la temperatura y velocidad del aire sobre
la humedad final de tomillo (Thymus vulgaris)
Carlos Osvaldo Velasquez-Santos, Julian Alberto Uribe-Gémez

45  Frecuencia de corte de pasto elefante morado Pennisetum
purpureum Schumach

Nelson José Vivas-Quila, Milvia Zuleida Criollo-Dorado,
Maria Camila Cedefo-Gémez

56  Analisis de genotoxicidad por presencia de arsénico en el suelo:
prueba de micronucleos en extractos de Tradescantia clone
4430 (trad-mcn)
Miguel Angel Rico Rodriguez Francisco Prieto-Garcia,
Elena Maria Otazo-Sanchez Judith Prieto Méndez,
Otilio Arturo Acevedo-Sandoval

64  Hidrdlisis enzimatica en harina de quinua y tarwi
por efecto de a-amilasa

Nancy Alejandra Navia-Coarite, Gaston Luis Nina-Mollisaca,
Evelin Paty Mena-Gallardo & Lily Salcedo-Ortiz
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74  Caracterizacion fenotipica y molecular de Fusarium spp. proveniente
de la zona de produccién de ajonjoli en Venezuela

Gilberto Alvarado, Hernan Laurentin, Pastora Querales,
Dilcia Ulacio, Ana Gémez, Nalleth Méndez

ARTICULO CORTO

82  Deteccion molecular de depredacion de Hypothenemus hampei
(coleoptera: curculionidae) por Wasmannia auropunctata
(hymenoptera: formicidae)

Elisabeth Jiménez-Carmona, Inge Armbrecht, Rodrigo Quintero,
James Montoya-Lerma, Luis Miguel Constantino
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Reconocimiento a un amigo y su pupilo.

Hace casi 15 aios, el profesor de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Univer-
sidad del Cauca, Magister JORGE ELIECER CARRERA CATANO, creé la revista
denominada BIOTECNOLOGIA EN EL SECTOR AGROPECUARIO Y AGROIN-
DUSTRIAL, con la ayuda y patrocinio de varios profesores de la Facultad; en
esos albores de esas primeras ediciones, empezaron a forjar su caracter algunos
estudiantes creativos y curiosos que le aportaban al profesor Carrera su trabajo
y exiguo conocimiento sin esperar nada a cambio; solo les motivaba lo que pu-
dieran aprender al lado de su notable maestro.

Tristemente y en la flor de la vida, nuestro querido amigo partié con rumbo se-
guro, buscando a Dios y dejando el legado a su pupilo favorito, el cual descubre
cada dia en su laboratorio los secretos de la biotecnologia y ha podido llevar en
alto la inmensa responsabilidad que le dejé su tutor.

Las revista ha plasmado este registro de nuevos conocimientos en docenas de
investigaciones del profesor JOSE LUIS HOYOS CONCHAy es asi como se pue-
de decir que la herencia que dej6 el profesor a este estudiante de otrora, dio un
excelso fruto ya que este Joven Ingeniero Agroindustrial y Doctor en Ingenieria
con énfasis en alimentos, a quien tuve el gusto de ser su profesor, también es
hoy en dia uno de los bastiones en investigacion y desarrollo de un vasto sector
del Departamento del Cauca; su fuerte ha sido como era de esperarse, la bio-
tecnologia y su enfoque hasta este afo, la transformacién de subproductos de
la trucha, en concentrado para peces, entre otros.

Este profesor, con sus investigaciones y talentos, ha desarrollado una planta de
transformacién de alimento para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en las
comunidades indigenas del Municipio de Silvia del Departamento del Cauca, ayu-
dando de esta manera a cientos de familias productoras de este deprimido sector.

Esta moderna planta fue disefiada y construida en su totalidad gracias al animo
y vocacion de servicio a la sociedad del profesor JOSE LUIS HOYOS CONCHA,
quien se encuentra perfilando sus conocimientos para ayudar al sector campe-
sino que trabaja con la siembra y transformacion de la fresa; dichas investigacio-
nes, podemos asegurar, conducirdn a nuevos logros y meritorias investigaciones
sobre este producto donde los campesinos con sus manos y azadones luchan
por llevar el sustento diario a sus hogares. Estos campesinos, de la mano de la
biotecnologia, estudiantes, maestros y Universidad, seran el motor del desarro-
llo de la fresa en el Departamento del Cauca.
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Quisiera exaltar en esta editorial, la formacién docente que se ha logrado a
través de los proyectos que lidera el profesor mencionado; me pregunto, cuan-
tos doctores, magister, especialistas y monitores ha logrado motivar y financiar
a través de su trabajo y liderazgo?, Sobrepasan tal vez la veintena de jévenes
ingenieros que hoy son una nueva luz y esperanza de la aplicacién de nuevas
tecnologias a partir de los conocimientos en biotecnologia.

Me ha parecido justo resaltar la labor de este docente en este encabezado de
la editorial; este sencillo reconocimiento es uno de muchos que ha recibido y
esta por recibir nuestro apreciado estudiante y desde hace varios afios, amigo
y compafero de trabajo de la Facultad de Ciencias Agrarias de nuestra querida
Universidad del Cauca; donde un lejano dia tuvo la fortuna de cruzarse en su
camino con un hombre noble que es una leyenda notable en nuestra facultad y
que lleva el nombre de nuestro laboratorio de biotecnologia y de la biblioteca de
la facultad, hombre del que su familia y nosotros tuvimos el gusto de conocery
tenerlo cerca, hombre que fue todo un ejemplo para la sociedad y que gracias a
él estamos leyendo y escribiendo en esta prestigiosa revista.

En esta edicién de la revista se muestran los resultados de una investigacién
liderada por Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca sobre la
“FRECUENCIA DE CORTE DE PASTO ELEFANTE MORADO Pennisetum pur-
pureum Schumach”, en cabeza del profesor Ph.D. NELSON JOSE VIVAS QUILA
con el objetivo de definir condiciones de manejo de forrajes de corte para el
tropico y verificar la capacidad de recuperacion de elefante morado (Pennisetum
purpureum), evaluando diferentes edades de rebrote las variables vigor, altura
de planta, producciéon de forraje verde, porcentaje de materia seca e incidencia
de plagas y enfermedades, considerando variables como la calidad nutricional,
andlisis de costos y la curva de crecimiento.

Se cuenta con un ANALISIS MULTIMODELO DEL CRECIMIENTO DE Pseudo-
platystoma orinocoense EN LA CUENCA MEDIA DEL ORINOCO, VENEZUELA
donde se analiza el crecimiento de este tipo de bagre, sobre todo porque habia
cierta incertidumbre sobre si estudios anteriores tenian razén sobre la ocurren-
cia de sobre explotacién en la pesca artesanal en el rio Orinoco, importante
arteria fluvial de este hermano pais.

Se tiene un importante andlisis sobre depredadores naturales denominado DE-
TECCION MOLECULAR DE DEPREDACION DE Hypothenemus hampei (CO-
LEOPTERA: CURCULIONIDAE) POR Wasmannia auropunctata (HYMENOPTE-
RA: FORMICIDAE), donde el depredador es un tipo de hormiga y la presa es la
broca del café para evaluar la interaccion, depredador -presa a través del ana-
lisis molecular que aporta conocimientos frescos a la ciencia que puede tener
repercusiones econdmicas notables a nivel mundial, motivando la continuidad
de investigaciones en tan importante relacion biolégica.

Se encuentra presente también en esta edicion el estudio sobre HIDROLISIS
ENZIMATICA EN HARINA DE QUINUA Y TARWI POR EFECTO DE a- AMI-
LASA d que evalué la digestibilidad de polisacaridos contenidos en harina de
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quinua real (Chenopodium quinoa Willd), variedad blanca (QB), negra (QN) y en
oligosacaridos contenidos en harina de tarwi (Lupinus mutabilis) (T) por aplica-
cion enzimatica de a-amilasa in vitro, encontrando importantes resultados.

El estudio denominado ANALISIS DE GENOTOXICIDAD POR PRESENCIA DE
ARSENICO EN EL SUELO: PRUEBA DE MICRONUCLEOS EN EXTRACTOS DE
Tradescantia CLONE 4430 (TRAD-MCN) analiza diferentes parametros rela-
cionados con la genotoxicidad de suelos con arsénico encontrando diferencias
significativas a partir de diferencias significativas y correspondencias lineales
analizando diferentes grupos de control.

La investigacion denominada EFECTO DE LA TEMPERATURA'Y VELOCIDAD
DEL AIRE SOBRE LA HUMEDAD FINAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris) mues-
tra los resultados para el proceso de secado del tomillo, cuyo objetivo principal
es establecer la incidencia de la temperatura y velocidad del aire sobre el con-
tenido de humedad final.

Por ultimo, el estudio sobre el EFECTO ENTRE MICROORGANISMOS EFI-
CIENTES Y FITOMAS-E EN EL INCREMENTO AGROPRODUCTIVO DEL FRI-
JOL que demuestra que puede ser una alternativa para cambiar el metabolismo
de las plantas y, en consecuencia, mejorar el rendimiento del cultivo de frijol.

Asi pues, estimados lectores, me permito presentar el volumen 17 nimero 1
de 2019 de la revista Biotecnologia en el sector Agropecuario y Agroindustrial;
edicién llena de conocimientos frescos, aportes y contribuciones cientificas que
nos llevan a conocer un poco mas del mundo en que vivimos y de los investi-
gadores que a través de sus conocimientos comparten con nuestros lectores.

Cordialmente,

MG. JUAN MIGUEL VILLA LATORRE!

1 Ingeniero Industrial, Profesor Titular, UNIVERSIDAD DEL CAUCA.
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RESUMEN

Entre las especies de mayor importancia comercial y pesquera de la pesca artesanal
del rio Orinoco se encuentra Pseudopatystoma orinocoense, donde el desembarco
de peces pequeiios motivo la realizacion de estudios anteriores de evaluacién de su
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poblacion, que demostraron un nivel de sobreexplotacion del recurso. Sin
embargo, los valores de los pardmetros de crecimiento que se usaron en su
evaluacion han creado cierta incertidumbre por estimarse al aplicar a priori
el modelo tradicional de von Bertalanffy, por lo que hubo la necesidad de
verificar dichos resultados, utilizando la inferencia de modelos multiples de
crecimiento y el criterio de la informacion de Akaike (AIC) para seleccionar
el modelo de mejor ajuste. Los modelos usados fueron las férmulas unifica-
das von Bertalanffy (U-von Bertalanffy), Logistico (U-Logistico) y Gompertz
(U-Gompertz), derivados del modelo genérico U-Richardas, cuyos ajustes
dependieron de la informacién contenida en los datos. Cuando los datos in-
cluyeron todas las edades el modelo U-von Bertalanffy produjo el mejor ajus-
te, coincidiendo con resultados anteriores de crecimiento de la especie. Al
excluir las edades de uno y dos anos, como ocurre con los datos provenientes
de la pesca artesanal debido a la selectividad, el mejor ajuste lo produjeron
los modelos U-Logistico y U-Gompertz.

ABSTRACT

Among the species of greater commercial and fishing importance of the arti-
sanal fishery of the Orinoco River is Pseudopatystoma orinocoense, where the
disembarkation of small fish motivated the realization of previous studies of
evaluation of its population, which demonstrated a level of overexploitation
of the resource. However, the values of the growth parameters that were used
in their evaluation have created some uncertainty to be estimated when appl-
ying the traditional von Bertalanffy model a priori, so there was a need to ve-
rify these results, using the inference of multiple models of Growth and Akaike
Information Criteria (AIC) to select the best fit model. The models used were
the unified formulas von Bertalanffy (U-von Bertalanffy), Logistic (U-Logistic)
and Gompertz (U-Gompertz), derived from the generic model U-Richardas,
whose adjustments depended on the information contained in the data. When
the data included all ages, the U-von Bertalanffy model produced the best fit,
coinciding with previous results of growth of the species. By excluding the ages
of one and two years, as occurs with data from artisanal fishing due to selec-
tivity, the best fit was produced by the U-Logistic and U-Gompertz. models.

RESUMO

Entre as espécies de maior importdancia comercial e pesqueira da pesca arte-
sanal do rio Orinoco estd o Pseudopatystoma orinocoense, onde o desembar-
que de peixes pequenos motivou a realizacdo de estudos prévios de avaliacdo
de sua populacdo, o que demonstrou um nivel de superexploracdo do recurso.
No entanto, os valores dos parametros de crescimento que foram usados em
sua avaliagdo criaram alguma incerteza a ser estimada ao aplicar o modelo
tradicional de von Bertalanffy a priori, portanto, houve uma necessidade de
verificar esses resultados, usando a inferéncia de multiplos modelos. de Cres-
cimento e Akaike Information Criteria (AIC) para selecionar o melhor modelo
de ajuste. Os modelos utilizados foram as férmulas unificadas von Bertalanffy
(U-von Bertalanffy), Logistica (U-Logistic) e Gompertz (U-Gompertz), deriva-
das do modelo genérico U-Richardas, cujos ajustes dependeram das infor-
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macoes contidas nos dados. Quando os dados incluiram
todas as idades, o modelo de U-von Bertalanffy produziu
o melhor ajuste, coincidindo com resultados anteriores
de crescimento da espécie. Ao excluir as idades de um e
dois anos, como ocorre com os dados da pesca artesanal
devido a seletividade, o melhor ajuste foi produzido pe-
los modelos U-Logistic e U-Gompertz.

INTRODUCCION

Pseudoplatystoma orinocoense es un bagre dulceacuicola
perteneciente a la familia Pimelodidae, endémica de la
cuenca del rio Orinoco [1]. En el rio Orinoco se encuentra
entre las especies mas importantes desde el punto de
vista pesquero y comercial junto con la especie Pseu-
doplatystoma metaense [1]. P. orinocoense es conocida
comunmente como rayao en Venezuela y Colombia.

En la pesca continental de Venezuela, P. orinocoense
y P. metaense conforman conjuntamente 15,7% de
la captura total desembarcada, con un promedio en
la produccién de 6121 ton/aio entre 1996 y 2003
[2]. Particularmente en la region media del Orinoco
se encuentran entre las mas importantes en los des-
embarcos de la pesca artesanal, principalmente, P.
orinocoense, con un 12,0% en la composicion de las
capturas, y unaproduccién entre 8,8 y 23,1 ton/ano,
dependiendo del nivel del rio [3,4].

En los desembarcos de los ultimos anos ha prevale-
cido la captura de tamanos relativamente pequenos
de P. orinocoense debido a la selectividad del arte que
generalmente se utiliza [5], que hace necesaria una
evaluacién de la poblacién, donde la determinacion de
la edad y el crecimiento es una informacién basica [6].

En la region del Orinoco medio se determind el cre-
cimiento de P. orinocoense (sindnimo P. fasciatum) [7]
a partir de datos retro-calculados a la formacién de
los anillos de crecimiento en la espina dorsal [8-11],
quedando la incertidumbre en cuanto a los estima-
dos de los parametros de crecimiento, asi como en
los resultados de la evaluacion de la poblacién que
demostré una sobrepesca del recurso [12], por ha-
berse utilizado a priori el modelo de von Bertalanffy.

Hasta la fecha, los estudios publicados sobre el cre-
cimiento de P. orinocoense y especies relacionadas se
han realizado en base a la eleccién arbitraria del mo-
delo de von Bertalanffy. Como los realizados en el rio

Apure en Venezuela con las especies P. orinocoense
y P. metaense [13], en el rio Cuiba de Brasil con la
especie P. reticulatum [14] y en la Amazonia boliviana
con P. punctifer y P. metaense [15]. Igualmente, los
realizados en las especies P. metaense del rio apure
[2] y Pseudoplatystoma corruscans del rio Cuiaba [16],
y en otras especies [17-19]. La seleccién a priori del
modelo de von Bertalanffy para el estudio del creci-
miento no tiene en cuenta incertidumbres relaciona-
das con la estructura del modelo, y supone implicita-
mente la existencia de un modelo “verdadero”, una
suposicién considerada poco realista y no justificada
desde el punto de vista filoséfico y matematico [20].

En este sentido, se ha demostrado que el uso de la
inferencia de modelos multiples es una mejor alter-
nativa en comparaciéon con el uso a priori del mo-
delo de von Bertalanffy [21], un enfoque adoptado
actualmente por muchos autores [20,22-24], y con-
siderado en el presente trabajo para determinar los
pardmetros de crecimiento de P. orinocoense.

En el trabajo se usaron tres grupos de datos que in-
cluyeron los de longitud-edad observados segun el
numero de anillos de crecimiento en la espina dorsal
de P. orinocoense [7], el total de datos retro-calcula-
dos para todas las edades, y un subconjunto de da-
tos retro-calculados que excluyeron a peces de uno
y dos afios de edad [7]; estos dos Ultimos grupos de
datos fueron ajustados anteriormente seleccionando
a priori el modelo de von Bertalanffy [7], que es pre-
cisamente el objetivo del presente trabajo, verificar o
no el ajuste de estos datos a dicho modelo, usando
ademas otros modelos de crecimiento para seleccio-
nar realmente el de mejor ajuste.

La gestion efectiva de la pesca de P. orinocoense re-
quiere del estudio detallado de su dindmica poblacional
que incluye la estimacion precisa de los parametros
de crecimiento [6], donde el uso de la inferencia de
modelos multiples constituye una mejor alternativa en
comparacion con la seleccion a priori del modelo de von
Bertalanffy, como se venia haciendo hasta ahora [21].

En el uso de modelos multiples para el estudio del cre-
cimiento, los modelos de von Bertalanffy, Logistico y
Gompertz generalmente han sido utilizados en sus
formas tradicionales [20,22,24,29,30], con el inconve-
niente que presentan al manifestar diferentes interpre-
taciones de los pardmetros de crecimiento [25,26], que
limitan la estimacién de un modelo promedio cuando
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el valor del peso ponderado de Akaike (W) asi lo re-
quiera [24]. Otra desventaja de la forma tradicional de
dichos modelos es que no estiman otros parametros de
crecimiento considerados importantes, como el valor
inicial de la curva W.. De alli que una mejor alternativa
ante los modelos tradicionales es el uso de los modelos
unificados de la familia U-Richards [25,26].

METODO

A los datos de longitud-edad de P. orinocoense [7] se
les realizd un ajuste no lineal, con ayuda del statgra-
phic 1.4, a tres modelos de crecimiento que incluye-
ron los modelos unificados U-von Bertalanffy, U-Lo-
gistico y U-Gompertz, derivados del modelo global
U-Richards, segun las siguientes ecuaciones:

1

1-d
—K({t—-T;
L) =L.(1+(d—1))*exp % (Ec.1)
40D
1-d
W\ —Kt (Ec.2)
Lpy=L,| 1+ ((E) — 1> * exp -
71
1-d

Las versiones unificadas de los modelos U-von Ber-
talanffy y U-Logistico se alcanzaron sustituyendo al
parametro d de las ecuaciones 1y 2 por las constan-
tes d = 2/3 y d = 2 respectivamente [25]. En el caso
del modelo U-Gompertz, d se calculé como un limite
y no dandole un determinado valor [26], segun las
siguientes ecuaciones:

Ly =Ly, * exp (—exp(—e * K(t — Ti))) (Ec.3)

Lm)”"(“""“) (Ec.4)

Liy=1L, (—
® Wo

Enlas ecuaciones 1,2, 3y 4, L, = longitud tedrica; L, =
longitud asintética; t = edad; K = maxima tasa de cre-
cimiento relativo en la inflexion de la curva; T,= edad
en la inflexion de la curva; d = exponente o parte del

mismo que controla el valor en la inflexion; W, = valor
inicial de la curva (t = 0); e = nUmero neperiano.

La clasificacién y comparacion de los modelos para selec-
cionar el de mejor ajuste se hizo utilizando el criterio de
lainformacién de Akaike (AIC) para muestras pequeiias
(AICc) [20,22,26,27], segun las siguientes ecuaciones:

2k+ (k+1)

Ec.5
n—k—1 (Ec.5)

AIC, =n +log(d®) + 2k +

AAIC, = AIC, — AIC (Ec.6)

donde, ; RSS suma de cuadrado residual de cada mo-
delo, n el tamano de la muestra, k el nimero total de
parametros de regresién estimados en cada modelo
(incluyendo a a?), AIC_ el AIC de cada modelo, AIC
el valor mas pequefio del AIC_y AAIC, el grado de
separacion de cada AlCc con relacion al AIC . AlCc
utiliza la funcién original que define el criterio de la
informacion de Akaike (AIC), mas un término adicio-
nal de correccién de sesgo que se usa generalmente
cuando la relacion es pequena (< 40) [22].

El modelo mas parsimonioso o preciso en el ajuste
de los datos fue el que presenté el valor minimo del
AIC (AIC ), considerando que mientras mayor sea la
diferencia entre el AICc de cada modelo candidato
con relacién al AIC . (AAICc), es menos probable que
el modelo produzca un buen ajuste. En este sentido,
se tiene como regla general que los modelos donde
el AAICc es menor que dos (AAICc < 2), tendrdn un
apoyo sustancial de los datos y deben ser conside-
rados al hacer las inferencias, ademas de indicar una
correspondencia con el modelo mas preciso (AIC ).
Cuando los modelos alcanzan un AAICc entre 4y 7
(4= AAIC. = 7) tendran medianamente menos sopor-
te de los datos. Cuando AAICc > 10 esencialmente
no tendran soporte alguno, o no explican una varia-
cion sustancial en los datos [20,28,29].

Para tener una mayor certeza en cuanto a la selec-
cion del mejor modelo, se calculé la plausibilidad de
cada uno utilizando la ponderacién de Akaike (Wi),
segln la siguiente ecuacion:

;7
(74D
wiz & ° (Ec.7)
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donde, Ai fue el AAIC_de cada modelo. De acuerdo al
valor de Wi se consideré como el modelo mas plausible
o de mejor ajuste, aquel con valor mayor a 0,9 (Wi >
90%). Cuando los valores de Wi son menores a 0,9 (Wi
< 90%), se supuso que ninglin modelo fue superior a
otro y se determiné un modelo promedio [20,29].

En el modelo promedio, la media del parametro X ( se
calculé usando la ecuacion:

Xprom = z Wi =X, (Ec.8)

mientras que el error estdndar se estimé mediante
la ecuacion:

1
E.S Xpom = Z Wi (VarX, + (X, — Xpro)? (EC.9)

donde ES.X  es el error estandar del parametro X,
y la varianza del pardmetro X, estimada del ajuste de
los datos con cada modelo i [20].

RESULTADOS

Ante el inconveniente de los modelos tradicionales de von
Bertalanffy, Logistico y Gompertz para la comparacion
de parametros de crecimiento, el uso de los modelos
unificados U-von Bertalnffy, U-Logistico y U-Gompertz,
derivados del modelo genérico U-Richards, garantizan
la seleccion de modelos que estiman valores realistas
de dichos parametros, ademas de una consistente in-
terpretacion y comparacion [25,26].

Utilizando los datos observados de longitud-edad
segln el ndmero de anillos en cortes de la espina
dorsal de P. orinocoense [7], el ajuste no lineal de
los modelos candidatos produjo estimaciones de los
parametros de crecimiento y estadisticos (RSS y R?)
representados en el Cuadro 1.

Los valores relativamente altos del R?, estimados para los
modelos U-Logistico y U-Gompertz, en comparacion con
el estimado para el modelo U-von Bertalanffy (Cuadro
1), tnicamente indicaron una mayor explicacién de la
variacién de los datos y no de por si un mejor ajuste,
como se ha interpretado cominmente [25,26,27]; en

este sentido, fue méas exacto y confiable el uso del cri-
terio de informacion de Akaike (AIC) para seleccionar
el modelo de mejor ajuste [20,22,23,24].

El AIC es un método reciente de seleccion de modelos
matematicos que utiliza la informacion Kullback-Leibler
(distancia K-L) como medida conceptual de la distancia
relativa de un modelo dado con relacidn al que en rea-
lidad describe la informacién contenida en los datos
[29]. En este sentido, el modelo U-Gompertz fue el mas
preciso en el ajuste de los datos por presentar el valor
minimo del AIC (AICc__ ); en correspondencia, ademas,
con el modelo U-Logistico segln el valor del AAICc
(AAICc < 2; Cuadro 2). El modelo U-von Bertalanffy
no ajusto sustancialmente los datos por presentar un
valor del AAICc mayor que 10 (AAICc > 10), y una nula
plausibilidad en el ajuste de los datos, de acuerdo al
valor de W, (W, = 0; Cuadro 2).

Segun el AICc 'y el valor del W, el modelo que pro-
dujo un mejor ajuste fue el U-Gompertz (W, = 71,7%;
Cuadro 2), pero sin una clara superioridad sobre el mo-
delo U-Logistico (W, < 90%), por lo que se procedi6 a
la estimacién de un modelo promedio cuyos calculos
para el L se encuentran representados en el Cuadro 3.

Los valores de los parametros K, T,y W, correspondien-
tes al modelo promedio, estimados siguiendo el mismo
procedimiento usado para L_, estan representados en

Cuadro 1. Parametros y estadisticos de los modelos
U-von Bertalanffy, U- Logistico y U-Gompertz.

Modelo L, K T w, RSS R?
ECVB 81,2 | 0,386 | 67,9 | 14 | 148333 | O
Logistico 73,0 | 0,554 | 45 | 21,0 387 96
Gompertz 80,1 | 0,067 | 3,1 | 13,5 373 96

ECVB = Modelo U-von Bertalanffy.

Cuadro 2. Criterio de informacién de Akaike (AIC) y peso
ponderado de Akaike (Wi) en los modelos U-von Bertalanffy,
U-Logistico y U-Gompertz.

Modelo AlCc AAICc Wi Wi (%)
ECVB 357,9 291,201 0 0
Logistico 68,546 1,858 0,283 28,3
Gompertz 66,688 0 0,717 71,7

ECVB = Modelo U-von Bertalanffy; 66,688 = A/Cc |

in*
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el Cuadro 4, con una curva de crecimiento en longitud
de forma sigmoidea, representada en la Figura 1.

Los parametros de crecimiento y estadisticos (RSS y
R?) estimados por los modelos candidatos ajustados
a los datos retro-calculados para todas las edades
(datos totales), y los retro-calculados que excluyen a
las edades uno y dos (subconjunto), estan represen-
tados en el Cuadro 5.

El ajuste no lineal de los modelos candidatos al total
de datos retro-calculados demostré que el modelo
U-Logistico no explicé variacion alguna de los datos
de longitud-edad segun el R? (R?= 0), ademas de pre-

Cuadro 3. Estimacién del L en el modelo promedio entre
el U-Gompertz y el U-Logistico.

Modelos L, Les | Var EE Vi VS
Logistico 73,0 | 20,7 | 109 | 149 | 58 | 355
Gompertz 80,1 | 574 | 260 | 16,7 | 40,8 | 74,1
Promedio 78,1 31,6 | 46,6 | 109,6

L es = L_ estimado; Var = Varianza; EE = Error estimado;
VI = Valor inferior; VS = Valor superior.

Cuadro 4. Promedio e intervalos de confianza de los
pardmetros de crecimiento estimados a partir de los modelos
U-Gompertz y U-Logistico.

Parametros Promedio I.C.
L, 78,1 46,6 - 109,6
K 0,205 0,077 - 0,333
T. 34 23-45
A 15,6 8,6 - 22,7

I.C. = Intervalos de confianza.

Figura 1. Curva de crecimiento en longitud segtn el modelo

promedio

80

Py

Longtud {cm)
]
1

bR

3 4 5 [ ]
Edad (afios)

sentar valores no esperados (irreales) de los parame-
tros Ky T, (Cuadro 5). Por tal razén, dicho modelo fue
descartado de la inferencia de modelos multiples,
para evitar alteraciones en los resultados [20,22]. En-
tre los modelos U-von Bertalanffy y U-Gompertz el
primero fue el mas preciso en el ajuste de los datos,
por presentar el valor minimo (AIC ) del AIC (Cuadro
6); mientras que el modelo U-Gompertz, no produjo
un ajuste sustancial de dichos datos segun del AAIC
(AAIC > 10) y el valor del W.(W, =0; Cuadro 6).

De alli que el mejor ajuste del total de datos retro-cal-
culados lo produjo el modelo U-von Bertalanffy; un
resultado que verificé los obtenidos anteriormente del
estudio del crecimiento de P. orinocoense (P. fasciatum)
[71, asi como los resultados de la evaluacién de la po-
blacién a partir de estos resultados [12]. Los valores
del L_y K, estimados con el modelo U-von Bertalanffy
(Cuadro 5) fueron aproximadamente igual a los estima-
dos utilizando el modelo tradicional de von Bertalanffy
para los mismos datos (L_ = 112,6; K = 0,080) [7]

Cuadro 5. Parametros y estadisticos estimados por
los modelos a partir de datos retro-calculados.

L, K T, RSS R?
Totales
ECVB 113,2 | 0,061 22 4449 98
Logistico 69,6 42,4 | -3158 | 1,269 0
Gompertz 70,1 | 0,104 3,3 4831 98
Subconjunto

ECVB 59,8 | 0,253 7.4 6122 92
Logistico 69,2 | 0,745 4,6 3052 96
Gompertz 77,5 | 0,085 3,6 3031 96

ECVB = Modelo U- von Bertalanffy.

Cuadro 6. Criterio de informacion de Akaike (AIC) de los
modelos ajustados a los datos de Gonzélez et al. (2010).

AlCc AAICc Wi Wi (%)
Totales
ECVB 609,6* 0 1 100
Gompertz 638,9 29,3 0 0
Subconjunto
ECVB 601,1 176,7 0 0
Logistico 426,0 1,688 0,30 30
Gompertz 424,31 0 0,70 70

ECVB = Modelo U- von Bertalanffy; 609,6' y 424,3'= AIC

21



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 17 No 1 - Enero - Junio 2019

Angel Gonzalez

El R? estimado a partir del ajuste no lineal de los mode-
los candidatos aplicados al subconjunto de datos, que
excluyé las edades de uno y dos aiios, demostré que los
tres modelos candidatos explicaron adecuadamente la
variacion de los datos de longitud-edad (Cuadro 5); sin
embargo, al contrario del ajuste de los datos totales,
el AIC demostré que el modelo U-von Bertalanffy no
ajusté sustancialmente dichos datos, segun los valores
del AAICc (AAICc > 10) y el valor del W (W, =0; Cuadro
6). Estos resultados comprobaron que un valor rela-
tivamente alto de R?no implica un buen ajuste de los
datos, y que la seleccién mas precisa del modelo de
mejor ajuste se obtiene utilizando el AIC [25-27].

Al igual que con los datos de longitud-edad obser-
vados, que también excluyeron los peces de uno y
dos afos de edad, el modelo que produjo un mejor
ajuste del subconjunto de datos fue el de Gompertz
segun el AIC 'y el valor del W, (Cuadro 6), aunque
sin mostrar superioridad sobre el modelo Logistico
(W. < 90%), razén por la cual se procedié también a
calcular un modelo promedio.

El valor del L que representé al modelo promedio en
el subconjunto de datos fue de 75,0 (intervalo 44,1-
105,9) cm de longitud total; el de K, 0,284 (intervalo
0,108-0,459) afio; el de T, 3,9 (intervalo 2,2-5,6)
afios y el de W, 9,1 (intervalo 4,9-13,4) cm de lon-
gitud total, que fueron aproximadamente igual a los
estimados en el trabajo a partir de los datos de longi-
tud-edad observados (Cuadro 4).

Aparentemente, cuando se utilizan datos de longi-
tud-edad que incluyen todas las clases de edades, el
modelo de von Bertalanffy produce un mejor ajus-
te; mientras que en muestras donde faltan los peces
mas jovenes (edades de uno y dos afos), los datos de
longitud-edad son mejor ajustados por otros mode-
los como el de Gompertz y el Logistico [20,29].

Los datos relativamente completos de longitud-edad
facilitan el modelaje del crecimiento desde un tamafo
inicial hasta uno asintético, con una tasa de crecimiento
gradualmente decreciente y sin punto de inflexién en
la curva, como es caracteristico del modelo de von
Bertalanffy [7,17]. Posiblemente, el valor relativamente
alto del T, estimado por el modelo U-von Bertalanffy
en el conjunto completo de datos retro-calculados (T,
= 22 afos; Cuadro 5), se deba a la falta de puntos de
inflexion en la curva de dicho modelo.

La seleccién del modelo de mejor ajuste no sélo depen-
de del patron de crecimiento de la especie, sino también
de la calidad y las caracteristicas del conjunto de datos
en cuanto a la informacién que contienen, donde el
objetivo del AIC no solo es modelar los datos, sino
también poner de manifiesto esta informacién [21,28].

Cuando la informacién de los datos incluye solamente
peces juveniles, como en el caso de las lagunas de la
confluencia de los rios Solimdes y Japura del estado
de Amazonas en Brasil, los datos no soportan bien el
modelo de von Bertalanffy y se ajustan mejor a otros
modelos como el Logistico y de Gompertz [20]; sin
embargo, datos compuestos en su mayor parte por
peces adultos, tampoco se ajustan bien al modelo de
von Bertalanffy [20], como en el caso que nos atafie.

Gran parte de los estudios del crecimiento en peces
se han realizados utilizando a priori el modelo de von
Bertalanffy y generalmente con datos provenientes
de la pesca artesanal, donde se ven afectados los
estimados de los pardmetros de crecimiento por la
ausencia en los datos de peces muy jévenes o muy
viejos, debido a la selectividad de las artes de pesca
[29]. Cuando los datos provienen de la pesca artesa-
nal, es recomendable, por lo tanto, usar mas de un
modelo de crecimiento para seleccionar el que mejor
describe la informacion de los datos disponibles, en
lugar de estudiar el crecimiento en base al modelo
Unico de von Bertalanffy.

En este sentido, es necesario revisar algunos trabajos
como los realizados en P. reticulatum en la cuenca del
rio Cuiaba [14] y P. punctifer en la Amazonia boliviana
[15], en las especies P. corruscans y P. tigrinum de la
cuenca del rio Cuiaba [16] y de la Amazonia boliviana
[15] respectivamente, asi como en P. metaense del
rio Apure en Venezuela [2], principalmente, si los es-
timados de los pardametros de crecimiento han sido
utilizados para evaluar las poblaciones usando mé-
todos como el de Beverton y Holt, el cual es muy
sensitivo a los valores de L_y K [12].

CONCLUSIONES

Los trabajos que hasta ahora se han hecho sobre el
crecimiento de los bagres del Género Pseudoplatystoma
han utilizado al modelo de von Bertalanffy como mode-
lo Unico, seleccionado a priori, sin tomar en cuenta que
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dicho modelo solo se ajusta a datos que incluyen todas
las edades. En datos provenientes de la pesca artesanal,
donde por efecto de la selectividad los peces jévenes
y los mas viejos estan excluidos, los modelos Logistico
y de Gompertz son los que producen un mejor ajuste;
no siendo suficiente utilizar solo el coeficiente de de-
terminacién R? para estimar el modelo que produce un
buen ajuste, sino usar el criterio de la informacién de
Akaike (AIC), que toma en cuenta el tipo de informacién
contenida en los datos.
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cuencia, mejorar el rendimiento del cultivo de frijol. Bajo esta circunstancia,
se evalud el efecto entre microorganismos eficientes y Fitomas E en el incre-
mento productivo del frijol comun en dos épocas de siembra. Dos experi-
mentos fueron desarrollados, de octubre de 2014 a abril de 2015. Los tra-
tamientos utilizados fueron: el control, inoculacién y aplicaciones foliares de
microorganismos eficientes, inoculacion y aplicaciones foliares con Fitomas
E y la asociacién entre estos. Los indicadores evaluados fueron: el numero
de hojas por planta, materia seca, nimero legumbres por planta, granos por
legumbre, masa de 100 granos y el rendimiento. Los resultados mostraron
que las mayores respuestas, fueron obtenidas en época de siembra interme-
dia y la produccion de frijol fue favorecida con la aplicacién asociada entre
microorganismos eficientes y Fitomas E, comparado con las formas indivi-
duales, porque aumenté el nimero de hojas por planta, masa seca, cantidad
de legumbre por planta, promedio de granos por legumbre, la masa de 100
granos y producir 1090,0 kg.ha™! en época intermedia y 660,0 kg.ha en la
tardia en relacién al control.

ABSTRACT

The use of plants biostimulants jointly with efficient microorganisms may-
be an alternative to change the change plant metabolism and consequently,
improve bean crop vyield. Under this circumstance, it’s to evaluate the effect
between efficient microorganisms and Fitomas E in the productive increase of
common bean in two sowing periods. Two experiments were developed, from
October 2014 to April of 2015. The treatments applied were, a control, ino-
culation and foliar applications of efficient microorganisms, inoculation and
foliar applications with Fitomas E and the association between these. The
indicators evaluated were: number of leaves per plant, dry matter, number
of legumes per plant, grains per legume, mass of 100 grains and yield. The
results showed that the higher responses was obtained in intermediate and
season the common bean production was achieved with the associated appli-
cation between efficient microorganism and Fitomas E, compared with indi-
vidual form of them and increase the indicators such as the number of leaves
per plant, dry matter, number of legumes per plant, grains per legume, mass
of 100 grains (3) and produce 1090,0 kg.ha' in the intermediate season and
660,0 kg.ha'! in late season in relation to the treatment without application.

RESUMO

O uso de bioestimulantes vegetais juntamente com microrganismos eficien-
tes podem ser uma alternativa para alterar o metabolismo das plantas e,
consequentemente, melhorar a produtividade do feijoeiro. Sob esta circuns-
tdncia, o efeito avaliado entre os Microorganismos eficientes e Fitomas E no
aumento da producdo de feijdo em duas épocas de plantio, dois experimentos
foram desenvolvidos de outubro de 2014 até abril de 2015. Os tratamentos
avaliados foram: controle, inoculacdo e aplicacées foliares de microrganismos
eficientes, inoculacdo e aplicacées foliares de Fitomas E, e a associacdo entre
estes. Os indicadores avaliados foram: numero de folhas por planta, massa
seca, humero de legumes por planta, grdos por legumes, massa de 100 grdos
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e o rendimento. Os resultados mostraram que as maiores
respostas foram obtidas durante a estacdo intermedidria
de plantio e a producdo de feijdo foi favorecida com a
aplicacdo associada entre os Microorganismos eficientes
e Fitomas E, comparados com formas individuais, pois
o numero de folhas por planta aumentou, massa seca
quantidade de leguminosa por planta, média de grdos
por leguminosa, massa de 100 grdos e producdo de
1090,0 kg.ha'* na estacdo intermedidria e 660,0 kg.ha™
no final da estacdo em relacdo ao controle.

INTRODUCCION

El frijol es la leguminosa de grano mas importantes
para el consumo humano directo en el mundo. En
términos nutricionales, estos granos son una gran
fuente deproteina y son ricos en minerales (especial-
mente hierro y zinc) y vitaminas [1].

El nivel de produccién del frijol en Latinoamérica y
en Cuba son relativamente bajos, no se logran los re-
sultados alcanzados por paises como China, Brasil,
entre otros, principalmente porque existen factores
que afectan el rendimientodel cultivo, ademas de los
efectos del cambio climéatico, la presencia de plagasy
ladeficiencia de nutrientes en los suelos [2].

El frijol comin puede sembrarse en Cuba desde sep-
tiembre hasta febrero y este periodo se divide en
tres épocas de siembra, las tempranas (01 de sep-
tiembre a 15 de octubre), las dptimas o intermedias
(16 de octubre a 30 de noviembre) y las tardias (01
de diciembre a 10 de febrero) [3].

En respuesta a la utilizacién inadecuada de los fer-
tilizantes quimicos y los problemas edaficos, socia-
les y ambientales que causan, se estimula cada vez
mas, la implementacion de estas practicas agricolas
mas sostenibles [2]. Por otra parte, para mejorarla
produccion agricola, existen una gama de bioestimu-
lantes, que promueven el equilibrio fisiolégico de las
plantas, lo que favorece la expresion del potencial
genético y la productividad, a través del crecimiento
y desarrollo de los érganos radiculares y aéreos [4].

El Fitomas-E es un derivado de la industria azucarera
cubana que actia como bionutriente vegetal con mar-
cada influencia antiestrés, presenta efecto bioestimu-

lante, porque potencializa el crecimiento y desarrollo
de los cultivos [5], varios estudios han demostrado su
efecto bioestimulante en el cultivo del frijol [6-8].

Por otra parte, el papel de los microorganismos en la
mejora de la disponibilidad de nutrientes para las plan-
tas es una estrategia importante y esta relacionada
con las practicas agricolas climaticamente inteligentes
[9,10]. Interacciones benéficas se han reportado entre
las plantas y los microorganismos en el medio ambiente
y las funciones de los ecosistemas derivados [11].

El rol de los microorganismos eficientes (ME), una
tecnologia descubierta y desarrollada por el profesor
Teuro Higa [12], quien encontrd, que el éxito de su
efecto estaba en su mezcla. Esta tecnologia ha sido
investigada, desarrollada, aplicada y utilizada en méas de
80 paises del mundo [13]. Otros autores refieren que
el principio fundamental de esta tecnologia consiste
en la introduccién de un grupo de microorganismos
benéficos para mejorar las condiciones del suelo y su-
primir la putrefaccion (incluyendo enfermedades) [14].

La utilizacién de los microorganismos eficientes ha
resultado favorable para la agricultura, diversos estu-
dios han reportados los efectos benéficos, porque su
introduccion a favorecido y beneficiado a los agricul-
tores [15] y la produccién de varios cultivos, como en
hortalizas [16-18], maiz [19]y en frijol [20].

Escasos estudios han utilizados la asociaciéon de
microrganismos eficientes con Fitomas E, en este
sentido [21] aplicaron varios biopreparados de mi-
crorganismos eficientes mezclado con Fitomas E en
el cultivo delfrijol comun y lograron incrementar los
indicadores agroproductivos evaluados.

Si es conocido que la utilizacion de los biofertilizan-
tes y bioestimulantes desde el establecimiento inicial
del cultivo, son esenciales para el éxito de la produc-
cion, la hipétesis a constatar, es que la aplicacion de
microorganismos eficientes asociada con Fitomas E
podria estimular y aumentar la produccién de frijol
comun. Para comprobar nuestra hipétesis, el objeti-
vo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la
utilizacién asociada entre microorganismos eficien-
tes y Fitomas E en el incremento productivo del frijol
comun en dos épocas de siembra.
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METODO
Localizacién del experimento

La investigacion se desarrollé en las areas de la Coo-
perativa de Créditos y Servicios Martires de Taguasco”
(22°6'17.588"N;79°22'33.544"0), en el municipio de
Cabaiguan, provincia de Sancti Spiritus, Cuba, durante
los meses de octubre de 2014 a abril de 2015.

Material vegetal

Se utilizé el cultivar Bat- 304, procedente de la Em-
presa de Semillas, con un 96% de germinacién, la
siembra se realiz6 a la distancia de 0,60 m entre hi-
leras y 0,05 m entre plantas. Este cultivar presenta
granos de color rojo, de tamafo medio, con potencial
de rendimiento de 2,3 ton.ha™%, habito de crecimien-
totipolyunciclode 72 a 77 dias [3].

Caracteristicas y condiciones climatolégicas

Las variables climéaticas fueron registradas por la Esta-
cion de Recursos Hidraulicos del Municipio de Cabai-
guan, situada a 1,5 km del lugar, la temperatura media
diaria fue de 23,15°C, la humedad relativa media diaria
85,33%y la precipitacion pluvial acumulada de 112,72
mm, durante el desarrollo de los experimentos. El agro-
ecosistema se caracteriza por ser llano (90 msnm), con
predominio de los vientos alisios, con direccion pre-
dominante de norte-sur, condiciones que favorecen
el desarrollo del cultivo del frijol comun.

Disefio experimental y tratamientos

Se realizaron dos experimentos, los cuales fueron dis-
puestos en disefios en bloques al azar, con cuatro trata-
mientos y cincos repeticiones, el tamano de las parcelas
fue de 10 m?y el area efectiva de 3,60 m?. El primer
experimento fue desarrollado entre los meses de octu-
bre de 2014 a enero de 2015 y el segundo de enero a
abril de 2015. Los tratamientos fueron los siguientes:

1. Control absoluto: sin inocular y sin fertilizar.

2. Inoculacion a las semillas a 50 mg.g™* (2 horas) y
aplicaciones foliares de microorganismos eficientes
(ME) a la concentracién de 100 mg.L™%.

3. Inoculacién a las semillas a 50 mg.g™ (2 horas) y
aplicaciones foliares de Fitomas E (FE) a la dosis de
2,0Lhal.

4. Inoculacion a las semillas a 50 mg.g™! (2 horas)
con ME mas aplicaciones foliares de FE a la dosis de
2,0 Lha™l,

Las aspersiones foliares fueron aplicadas a partir de
la etapa V3 hasta la R5 (una aplicacién por etapa), con
apoyo de una asperjadora manual (ECHO MS-21H) de
7,6 L de capacidad. El manejo agrotécnico se realizé
segun la guia tecnoldgica para el cultivo [3], sin la uti-
lizacién de fertilizantes quimicos u organicos.

Caracteristicas de los productos

Los bioestimulantes fueron obtenidos en la Sucursal de
Labiofam de Sancti Spiritus. EL bioproducto Fitomas E,
es un formulado obtenido por el Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cafa de Azucar
(ICIDCA), el cual se presenta en forma liquida y com-
puesto por 150 g.L " de extracto organico, 55 g.L ! de
Nitrégeno total, 60 g.L*de KoOy 31 g.L'' de P2Os. El
inéculo de microorganismos eficientes compuesto por
Bacillus subtilis B/23-45-10 Nato (5,4 104 UCF.mL™),
Lactobacillus bulgaricum B/103-4-1 (3,6 10* UCE.mL™Y),
y Saccharomyces cereviciae L-25-7-12 (22,3 10° UCF.
mL1), con certificado de calidad emitido por ICIDCA,
codigo R-ID-B-Prot-01-01, fue adquirido enla Sucursal
de Labiofam de Sancti Spiritus”.

Tipo de suelo y principales caracteristicas

El suelo fue clasificado como Pardo Sialitico Carbo-
natado [22], conocido como Cambisol [23]. Este tipo
de suelo con perfil ABC, de mediana a poca profun-
didad, arcillosos con predominio de arcillas del tipo
2:1 Montmorillonita, el color predominante es pardo
o pardo oscuro y verde azules en ocasiones cuando
existen condiciones de oxidacion en el medio, por el
mal drenaje o compactacién. Estos representan esta-
dios jévenes de formacién del suelo y sus principales
limitantes agroproductivas son, la poca profundidad
efectiva y la susceptibilidad a la compactacion, cuan-
do son manejados inadecuadamente.

Variables evaluadas

Las observaciones de las variables evaluadas corres-
pondieron a los criterios expuestos por descriptores
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recomendados en las etapas de crecimiento y desa-
rrollo del cultivo [24].

Los muestreos fueron realizados en el drea efectiva
de las parcelas (1,92 m?) y evaluadas 40 plantas por
tratamientos, los indicadores morfofisiolégicos eva-
luados fueron: el nimero de hojas por planta, mate-
ria seca (g planta™) en la etapa R5 y al finalizar el ciclo
del cultivo (R9) fueron evaluados el niumero legum-
bres por planta, granos por legumbre, masa de 100
granos (g) y el rendimiento (kg ha™).

Analisis estadisticos

Los datos fueron procesados en el software estadistico
AgroEstat® y analizados por un analisis conjunta de
experimentos [25]. Ladistribucién normal de los datos
se comprobd mediante el test de Kolmogorov-Smirnov
para la bondad de ajuste y se aplicé la prueba Décima
de Levene para evaluar la homogeneidad de la varianza.
Cuando existié normalidad y homogeneidad se reali-
z6 un andlisis de varianza simple (ANOVA) y cuando
este fue significativo al 5% de probabilidad de error,
las medias fueron comparadas por la prueba de Rangos
Multiples de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS

El nUmero de hojas por planta mostré diferencias
significativas (P < 0,05) entre los tratamientos eva-
luados en las dos épocas de siembra del cv. Velazco
largo (figura 1). La época intermedia mostré mayo-
res resultados de los tratamientos en el incremento
de este indicador en relacién a la tardia. En los dos
periodos la utilizacién asociada de microorganismos
eficientes (ME) y Fitomas E (FE), mostré lo mayores
resultados comparados con la aplicacién individual
de ME y FE y el tratamiento control en ambas épo-
cas, con aumentos en relaciéon a este Gltimo de 8,88y
7,64 hojas por planta, lo que significé un incremento
de 58,12% en intermedia y en la tardia de 58,63%.

Fueron demostrados los efectos positivos de la apli-
cacion conjunta entre ME y FE, en el incremento de la
produccion de hojas por planta. En este sentido [26]
expresaron que la aplicacién foliar de microorganismos
eficientes, mejoran el crecimiento del follaje (22 %), as-
pecto que aumenta el area fotosintética, mayor ela-
boracién de nutrimentos, materia seca acumuladay el
rendimiento. La utilizacién de Fitomas E enel frijol comtn

se comporta como antiestrés, estimulante y activador
de los procesos fisioldgicos [5]. Resultados positivos
en el incremento de los indicadores morfoldgicos del
frijol fueron logrados por [20] con la aplicacién foliar
e individual de microorganismos eficientes y Fitomas
E, con la aplicaciéon de este ultimo de forma individual
aumentaron el nimero de hojas por planta a los 25y
30 dias posteriores a la germinacion en relacién al tra-
tamiento sin aplicacién. Los resultados obtenidos en el
trabajo corroboran el efecto beneficioso obtenido por
[21] con la aplicacién mezclada de microorganismos
eficientes (ME-50y LEBAME) con Fitomas E en época
intermedia, porque incrementé el nimero de hojas por
planta en el cv. Bat-304 de frijol comun, a los 20y 42
dias posteriores después de la germinacién comparados
con el tratamiento sin aplicacion. Con la inoculacién de
microorganismos eficientes [27] aumentaron el niUmero
de hojas por planta en el cultivode la fresa en relacion
al tratamiento sin inoculacion.

La masa seca de las plantas del cv. Velazco largo mos-
traron diferencias significativas (P< 0,05) entre los tra-
tamientos en los dos periodos de siembra utilizados
(figura 2), con destaque para la época intermedia en

Figura 1. Numero de hojas por planta. Letras mayusculas difieren
entre tratamientos para las épocas de siembra y letras mindsculas
difieren entre tratamientos dentro de cada periodo, segtin Tukey
(p < 0,05).
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relacion a la tardia porque mostré mayores resultados
enelincremento de esteindicador. En ambos periodos
todos los bioproductos aumentaron la masa seca de
las plantas en relacion al tratamiento control, los ma-
yores resultados fueron alcanzados con la utilizacion
combinada de ME+FE, comparados con la aplicaciéon
de ME y FE individual y el control, con aumentos en
relacién a este ultimo de 9,51 g.planta en la época
intermediay 7,64 g.planta™ enlatardia, lo que signific
unincremento de 79,92y 101,51%, respectivamente.
Los resultados analizados en este indicador muestran
que el desarrollo de las plantas, se fundamenta porque
los microorganismos del suelo desempenan un papel
importante en una serie de transformaciones quimicas
de los suelos, por lo tanto, influyen en la disponibilidad
de macro y micronutrientes para las plantas [28]. Con la
combinacién combinada de microorganismos eficientes
y Trichoderma harzianum, [17] obtuvieron en incremento
de la masa seca de las plantulas de cebolla comparada
con el tratamiento control. En este sentido, [20] aumen-
taron la masa seca de las plantas de frijol comun con la
aplicacion foliar de Fitomas E individual y la mezcla de
este con varios biopreparados de microorganismos
eficientes en relacién a la variante sin aplicacion.

El nimero de legumbres por planta del cv. Velazco largo
mostré diferencias significativas (P < 0,05) entre todos
tratamientos utilizados en ambas épocas de siembra
(figura 3). Los tratamientos enépoca intermedia logra-
ron mayores resultados comparado con la tardia en el
incremento de este indicador. Todos los bioproductos
aumentaron la cantidad de legumbres por planta en
relacion al tratamiento control en ambos periodos, con
destaque para la utilizacién combinada de ME+FE, enla
época intermedia, aunque no mostro diferencia con la
utilizacién de ME individual logré aumentar la cantidad
de legumbres por planta en 10,21, lo que significé un
incremento de 104,18%. En el periodo tardio la apli-
cacion combinada con ME+FE, mostré diferencias en
relacién a la aplicaciéon individual de los bioproductos
ME y FE y el tratamiento control, con un aumento en
relacion a este ultimo de 9,80 legumbres por planta, lo
que significd un incremento de 124,52%.

El nimero de frutos, legumbres o vainas por planta es
un indicador que influye directamente en el rendimien-
to de este cultivo, algunos estudios han demostrado
el efecto bioestimulante de la aplicacién individual del
Fitomas-E en la mejora de la nutricién, la floraciény el
cuajado de los frutos [7].

Estos factores incrementan la produccion de frutos
por planta [6,8] resultados que aumentaron el desa-
rrollo de esta variable con en relacion a la no aplica-
cion del bioproducto. Por su parte [20], demostra-
ron con la aplicacion individual de microorganismos
eficientes y Fitomas E un incremento de esta variable
en relacion a la no utilizacion de estos, mientras que,
[21] obtuvieron valores de este indicador superiores
al tratamiento sin aplicacion.

El promedio de granos por legumbres alcanzado por
los tratamientos mostré diferencias significativas (P <
0,05) entre ellos en ambas épocas de siembra (figura
4). Enla época intermedia se alcanzaron los mayo-
res resultados de los tratamientos de este indicador
en relacién a la tardia. En ambos periodos todos los
bioproductos superaron al tratamiento control, con
destaque para la utilizacién asociada de microorga-
nismos eficientes (ME) y Fitomas E (FE), porque su-
perd la aplicacién individual de ME y FE y logré incre-
mentos de 25,32% en la época intermedia y 58,63%
en la tardia, en relacion al tratamiento sin aplicacion.

Figura 3. Efecto de los tratamientos en el comportamiento del
naimero de legumbres por planta.
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Figura 4. Efecto de los tratamientos en el comportamiento del
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El nimero de granos por fruto, legumbre o vaina es
otro componente que influye proporcionalmente en
relacién al rendimiento del grano en este cultivo, di-
versos estudios han demostrado que la utilizacion de
Fitomas-E, aumenta este criterio porque favorece
la nutricién y el desarrollo fisiolégico del cultivo. En
este sentido, con la aplicacién de este bioproducto
aumentaron en 12,10 vainas por planta al resto de
los tratamientos [8]. Resultados similares a los ob-
tenidos en este trabajo fueron alcanzados por [21]
quienes evaluaron la aplicacién foliar individual de
Fitomas E y mezclada con diferentes biopreparados
de microorganismos eficientes incrementaron esta
variable en relacién al control sin aplicacién, con el
consecuente aumento del rendimiento.

La masa de 100 granos obtenidas en plantas del cv.
Velazco largo mostraron diferencias significativas (P
< 0,05) entre los tratamientos, tanto en la época de
siembra intermedia como en la tardia (figura 5), con
destaque para la primera en relacion a la segunda porque
mostré mayores resultados en el incremento de este
indicador. En ambos periodos todos los bioproductos
aumentaron la masa de 100 granos en relacién al tra-
tamiento control, los resultados mas favorables fueron
alcanzados con la utilizacion combinada de ME+FE,
comparados con la aplicaciéon de ME y FE individual y el
tratamiento sin aplicacion, con aumentos en relacion a
este Ultimo de 11,89 g en la época intermediay 12,20
g en la tardia, lo que significéd un incremento de 27,09
y 31,09%, respectivamente.

La masa de 100 granos o semillas es una variable deter-
minante para el indicador rendimiento porque carac-
terizay clasifica la produccion de granos o semillas en
este cultivo, el cv. Velazco largo de forma general pre-
senta granos de tamafio grande porque estos presentan
una masa superior a 40 g [24]. Resultados positivos en
el incremento de este indicador fueron obtenidos con
la aplicacién individual de microorganismos eficientes
y Fitomas E una masa promedio de 100 semillas su-
perior al control sin aplicacién [20]. En este sentido,
la aplicacion foliar de Fitomas E individual y la mezcla
de este con varios biopreparados de microorganismos
eficientes obtuvieron resultados positivos en relacion
al control sin aplicacion [21].

El rendimiento medio alcanzado por los tratamientos
sobre el cv. Velazco largo mostré diferencias signifi-
cativas (P < 0,05] entre ellos en ambos periodos de
siembra utilizados (figura 6]. En la época intermedia

se alcanzaron las mayores productividades de los
tratamientos en relacion a la tardia. En ambos perio-
dos todos los bioproductos superaron al tratamiento
control, con medias productivas superiores para la
utilizacion asociada de ME + FE, con respecto a la
aplicacién de ME y FE individual y producir 1,09 y
0,66 ton.ha™%, lo que significd incrementos de 25,32%
en la época intermediay 58,63% en la tardia, en rela-
cion al tratamiento sin aplicacion.

El rendimiento es un indicador importante para va-
lidar esta investigacion. Hubo un incremento de la
productividad del grano de frijol, con la aplicacién
asociada ent re ME y FE, porque fueron incremen-
tados la producciéon de hojas por planta, la masa
seca, el nimero de legumbre por planta, el nimero
de granos por legumbre y la masa de 100 granos en
los periodos de siembra evaluados, con resultados
superiores en la época de siembra temprana en re-
lacién a la tardia. El uso de microorganismos promo-
tores del crecimiento (PGPM] ayuda a aumentar los
rendimientos de los cultivos ademas de la proteccion
convencional de las plantas [29,30]. Varios autores
estudiaron y validaron el efecto bioestimulante del

Figura 5. Efecto de los tratamientos en el comportamiento de
la masa de 100 granos.
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Fitomas E aplicado de forma foliar al incrementar el
rendimiento en relacion a la no utilizacién del bionu-
triente [6-8]. Efectos similares en el incremento del
rendimiento fueron logrados con la aplicacion indivi-
dual de ME y FE comparado con la no aplicacién de
estos (control) [20], mientras que, con la aplicacién
foliar de Fitomas E individual y la mezcla de este con
varios biopreparados de microorganismos eficientes
alcanzaron un incremento del rendimiento en rela-
cién a la variante sin aplicacion [21].

CONCLUSIONES

La utilizacién de microorganismos eficientes, Fitomas E
y la asociacion entre ellos alcanzaron mayores respues-
tas de los indicadores agroproductivos del cv. Velazco
largo en la época de siembra intermedia en relacién
a la tardia. La produccién de frijol comin en los dos
periodos de siembra fue favorecida con la aplicacion
asociada de ME + FE, comparado con los tratamientos
con MEy FE individual y aumentar los indicadores como
el nimero de hojas por planta, masa seca, cantidad de
legumbre por planta, promedio de granos por legumbre,
la masa de 100 granos y producir 1,09 ton.ha*en época
intermedia y 0,66 ton.ha™ en la tardia en relacion al
tratamiento sin aplicacion.
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RESUMEN

El tomillo (Thymus vulgaris) es una planta utilizada en medicina tradicional. Sus pro-
piedades, se deben a su aceite esencial. Es importante destacar que el timol, el aceite
esencial y la hoja seca, estdn catalogados por la FDA de los EEUU como aditivos
alimentarios aptos para el consumo humano. El articulo muestra los resultados para
el proceso de secado del tomillo, cuyo objetivo principal es establecer la incidencia
de la temperatura y velocidad del aire sobre el contenido de humedad final, eligiendo
el rango éptimo de secado. Se utilizaron dos métodos para determinar la densidad
del tomillo, el primero fue por desplazamiento en probeta, el segundo por destilacién
azeotropica, encontrdndose que el mas recomendado es este ultimo. Se determiné
por el segundo método la humedad en base humeda, la cual fue del 80%. Por otro
lado, mediante un diseno experimental por superficie de respuesta, se encontré que
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la temperatura se presenta como el factor mds significativo sobre la hume-
dad final del tomillo con valor p=0,0124 con un nivel de significancia del
90%. A las condiciones de temperatura halladas se observa que el mejor cau-
dal se ajusta a la regién entre 2050 - 2100 rpm, que corresponden con la
mejor region de temperaturas de 52- 53°C.

ABSTRACT

Thyme (Thymus vulgaris) is a plant used in folk medicine. Its properties, are
due to its essential oil. It is important to note that thymol, essential oil and
dried leaf are classified by the US FDA as food suitable for human consump-
tion. The article shows the results for the drying process of the thyme, whose
main objective is to establish the incidence of the temperature and air speed
on the final humidity, choosing the optimum drying range. Two methods
were used to determine the density of thyme, the first was by displacement
in a test tube, the second by azeotropic distillation, finding that the most re-
commended is the latter one. The wet method was determined by the second
method, which was 80%. On the other hand, by means of an experimental
design by response surface, it was found that temperature is the most signifi-
cant factor on the final moisture of thyme with p-value = 0,0124 with a level
of significance of 90%. To the temperature conditions found, it is observed
that the best flow rate is adjusted to the region between 2050 - 2100 rpm,
which corresponds to the best temperature region of 52-53°C.

RESUMO

Tomilho (Thymus vulgaris) é uma planta utilizada na medicina popular. Suas
propriedades, sdo devido ao seu éleo essencial. E importante notar que o
timol, o éleo essencial e as folhas secas sdo classificados pela US FDA como
alimento adequado para consumo humano. O artigo mostra os resultados
para o processo de secagem do tomilho, cujo objetivo principal é estabelecer
a incidéncia da temperatura e da velocidade do ar na umidade final, escol-
hendo a faixa 6tima de secagem. Dois métodos foram usados para determi-
nar a densidade do tomilho, o primeiro foi por deslocamento em um tubo
de ensaio, o segundo por destilagdo azeotrdpica, descobrindo que o mais
recomendado é o ultimo. O método umido foi determinado pelo segundo
método, que foi de 80%. Por outro lado, por meio de um planejamento expe-
rimental por superficie de resposta, verificou-se que a temperatura é o fator
mais significativo na umidade final do tomilho com Valor-p = 0,0124 com
um nivel de significancia de 90%. As condicées de temperatura encontradas,
observa-se que a melhor vazdo é ajustada para a regido entre 2050 - 2100
rpm, o que corresponde a melhor regido de temperatura de 52-53°C.
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INTRODUCCION

El tomillo es una planta aromatica ampliamente utiliza-
da como digestiva y medicinal durante mucho tiempo.
Comunmente utilizada en cocina tradicional mediterra-
nea, también es Util para infusiones, y tratamientos de
artritis, reumatismo e infecciones de pecho [1]. Es una
planta con gran aceptacion, originaria en la peninsula
ibéricay del norte de &frica, donde se comercializan sus
derivados como lo son extractos, aceites y hojas [2]. Al
igual que otras plantas aromaticas como la albahaca,
el romero y el orégano, el tomillo es una especie muy
comercializada, donde el 75% de las exportaciones van
dirigidas a mercados ubicados en Estados Unidos, Ingla-
terray Canada, principalmente para fines culinarios. En
Colombia existen aproximadamente 400 especies de
plantas aromaticas y medicinales, con un crecimiento
proyectado del 8% en la produccion nacional. [3]

La deshidratacién ha sido un método primario para la
preservacion de los alimentos a largo plazo, hasta que
en épocas recientes se desarrollaron métodos de conge-
lacién, principalmente la deshidratacion como proceso
ha consistido en exponer el alimento al sol debajo de un
lienzo plastico sobre un drea cementada durante 4 dias,
volteando el material para garantizar un secado armo-
nizado y evitar su fermentacién [4], esto se ha llevado a
cabo para la preservacioén de los granos, sin embargo, la
practica se ha extendido a otros tipos de alimentos [5]. El
proceso de deshidratacion ha permitido crear productos
atractivos para el mercado tanto de consumo humano
como animal, en el cual el producto obtenido conserva
sus propiedades naturales lo que lo hace atractivo para
el consumidory en especial el impacto sobre su salud [6].

La deshidratacion y sus métodos se han llevado a cabo
para preservar la vida Util del producto, impactando
principalmente en las etapas finales de la cadena de
suministros de alimentos como almacenamiento, pro-
cesamiento, distribucion y consumo, por lo tanto, las
operaciones de deshidratado facilitan la preservacién
y el manejo de los alimentos, reduce el transporte y los
costos de almacenamiento a través de la reduccion de
la densidad del material alimenticio [7].

Muchos estudios se han llevado a cabo para evaluar el
efecto de los tratamientos de secado y deshidratacion
sobre plantas aromaticas [8], sin embargo, este articulo se
centra en aplicar el proceso de deshidratacion y el estudio
de los efectos de 2 fuentes de variacién de un secador
para plantas medicinales [9], el cual permite procesar

productos como el tomillo, el orégano, la menta piperita,
la albahaca, el estragdn y otras plantas aroméaticasy de
condimento. En la mayoria de los casos, la deshidrata-
cion involucra la aplicacion de diferentes condiciones
de temperatura, la cual, si no es correctamente aplicada
puede causar un dafio irreversible [10] a la materia prima
alimenticia y por lo tanto perdidas econdmicas.

El secador ha sido modificado, implementandole un
variador de velocidad marca General Electric Modelo
AF 300 Mini para 2 kW de potencia y un Motor trifasico
marca Baldor de 0,5 Hp (Caballos de fuerza), el cual
posibilita variar la velocidad del motor, en este caso las
revoluciones por minuto (RPM), esta adicién permite
regular el caudal de secado del ventilador, esto con el
fin de encontrar el rango del caudal 6ptimo de secado
y la temperatura. Con la reduccién de la cantidad de
agua disponible, hasta niveles seguros para almacena-
miento se reducira la actividad del agua y la velocidad
de las reacciones quimicas en el producto, asi como el
desarrollo de microorganismos. El alto contenido en
agua en las células y tejidos de las plantas, en torno al
60-80%, hacen que el secado tenga una importancia
fundamental para evitar la fermentacién o degradacion
de los principios activos [11], asi como también prevenir
el crecimiento de bacterias, hongos e insectos que re-
quieren de agua para iniciar su actividad metabdlica [5].

La hipdtesis principal a probar es como la temperatura
y el caudal afectan de manera estadisticamente signi-
ficativa la humedad final del tomillo. Existen referentes
tedricos que indican de manera cualitativa que el tiempo
de secado depende del flujo del aire, la temperaturay la
humedad relativa del aire, es decir, de las condiciones
de operacion del proceso de secado [8]. Cuanto mayor
es la temperatura y mayor flujo de aire, mas rapido es
el secado [12]. La temperatura de secado es determi-
nada por la sensibilidad de los principios activos de
la planta, por lo tanto, para cada especie, existe una
temperatura ideal de secado. Las principales ventajas
de realizar el secado son: la facilidad de conservacién
del producto hasta la estabilidad de los componentes
aromaticos a temperatura ambiente durante un largo
tiempo, la proteccion contra la degradacion oxidativa
y enzimatica, reducir el peso y tamano, no tener que
refrigerarlo durante el transporte y almacenamiento y
la disponibilidad del producto durante todas las épo-
cas del afo [13]. Finalmente, objetivo principal de este
trabajo de investigacién es establecer la incidencia de
la temperatura y velocidad del aire sobre el contenido
de humedad final, eligiendo el rango 6ptimo de secado.
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METODO
Determinacion de la densidad del tomillo

Para determinar la densidad del tomillo, se utilizaron
dos procedimientos, el primero consiste en determinar
la densidad por desplazamiento en probeta de 100 mL
de un objeto como es el tomillo que est4 previamente
pesado en balanza electrénica marca OHAUS de 0,001
g de precision, con la lectura del desplazamiento y el
peso del tomillo, se calcula la densidad.

El segundo procedimiento para determinar la den-
sidad del tomillo se basa en realizar una destilacién
azeotropica, la cual consiste en colocar la muestra de
tomillo en un volumen de benceno, luego se procede
a destilar, el producto obtenido de la destilacién se
lee mediante un balén o probeta adecuados y con
este volumen se calcula la densidad del tomillo.

Determinacion del porcentaje de humedad en
base hiimeda del tomillo

Para determinar el porcentaje de humedad de la
muestra se utilizé el método gravimétrico indirecto
por desecacion con estufa, que consiste en determi-
nar la humedad en base himeda de la muestra por
calentamiento a 105°C.

Se peso6 una muestra de tomillo en una balanza analitica
marca OHAUS, con una resolucién de 0,001 g, el peso
fue de 30,55 g, se calenté la muestra por 4 horas a
105°C, hasta que diera peso constante, el cual fue de
5,6028 g, con este valory el del peso inicial de la mues-
tra se calculé el porcentaje de humedad de la muestra
el cual fue del 81,66% de humedad en base himeda.

El método de destilacion azeotropica, se basa en la
destilaciéon simultanea con un liquido inmiscible en
proporciones constantes. es el mas adecuado para
especias como el tomillo, Para el caso en particular,
la asociacion americana de comercio de especias, en
sus métodos oficiales analiticos recomienda el uso
del Benceno en lugar del tolueno.

Siguiendo el procedimiento se tomé una cantidad de
100 mL de benceno cuyo punto de ebullicion es de
80°C, se vertié en la muestra de 30,55 g, luego se
realizé el proceso de destilacion, y se recolecto el vo-
lumen de liquido destilado. Se calculé la humedad en
base humeda del tomillo, la cual fue del 80%.

Realizacién pruebas de secado

Para realizar las pruebas de secado, se dispuso de
suficiente material a deshidratar como es el tomillo,
luego se procedié a pesar la bandeja de secado vacia
y luego con el tomillo, luego se colocaron las bandejas
de secado dentro de la cdmara de secado y se procedio
al deshidratado del tomillo, para ello se seleccionaron
intervalos de tiempo de 1 hora, para ir pesando cada
hora las tres bandejas de secado. Se anoté cada hora
el peso, la temperatura ambiente, la humedad relativa
y el flujo de gas consumido por el prototipo. Con estos
datos se realizaron las tablas y las curvas de secado en
el programa de Excel, dando como resultado las curvas
de deshidratado del tomillo.

Aplicacion del modelo estadistico

Para probar la hipotesis propuesta en la introduccion
de este articulo, se hara uso del disefio experimental
factorial y el analisis pro metodologia de superficie
de respuesta (MSR), para validar la significancia y los
efectos de la velocidad y la temperatura sobre la hu-
medad, para eso se tabularon los datos en una hoja
electrénica de Microsoft Excel© y el andlisis de datos
se llevd a cabo mediante el paquete estadistico Stat-
graphics Centurion v15.1 (Statpoint, USA).

El cuadro 1 presenta el nimero de muestras requeri-
das para llevar a cabo el disefo experimental, donde
el test estadistico a utilizar serdA ANOVA de efectos
fijos con interaccién, donde se requiere calcular el ta-
mano de la muestra dada una probabilidad de error
a, para esto se utiliza el software G*Power Universi-
dad Dusseldorf, Alemania [14].

Cuadro 1. Muestras requeridas para el disefio experimental. [15]

A priori: Tamaio de muestra requerida
Entradas: | Tamano del efecto 0,25
a probabilidad de error 0,1
Power (1-B err prob) 0,9
Numerador df 1
Numero de grupos 2
Salidas: Parametro de no centralidad A 8,68
F critico 2,74
Denominador df 137
Tamaiio de muestra total 139
Power real 0,901
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Muestras experimentales

En Colombia, en la regién de Antioquia, las muestras
experimentales de Tomillo fueron suministradas por la
Asociacion de Productores de Plantas Aromaticas del
Municipio de Cocornd (APAMCA), lugar en el cual fueron
proporcionadas 285 muestras para la experimentacion.

Metodologia de Superficie
de Respuesta (MSR)

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) o
Response Surface Methodology (RSM) es una coleccion
de técnicas matematicas y estadisticas Gtiles para el
desarrollo, mejoramiento y optimizacién de procesos.
Es también importante en aplicaciones para el disefio,
desarrollo y formulacion de nuevos productos, asi como
también el mejoramiento de los ya existentes. Las apli-
caciones mas conocidas de las técnicas de RSM estan
en el area industrial, particularmente en situaciones
donde muchas variables pueden influenciar un resul-
tado cualitativo o cuantitativo llamado “respuesta”. Las
variables de entrada son conocidas como “variables
independientes” y estan bajo el control del técnico o
investigador. La técnica se desarrolla en cuatro etapas:

1. Los factores criticos que son importantes en el
estudio o proceso son identificados.

2. Se ha establecido un area o nivel de aplicacién de
los factores involucrados.

3. Son efectuados disefos experimentales especificos.

4. Los resultados de los disefios son analizados por
RSM e interpretados.

Por lo tanto, la RSM permite:
e Mapeo de una superficie dentro de la region

explorada.

e Escoger las condiciones de operaciéon para
obtener una respuesta especifica.

e Buscar las condiciones 6ptimas, o por lo menos,
las mejores condiciones en la regién de interés
[16-18].

Disefio Central Compuesto Rotable (DCCR)
El disefio DCCR fue propuesto por Box y Wilson (1951)

como una alternativa al disefio factorial 3%,basicamente
consiste de un nucleo factorial 2% cuyos niveles de los

factores se codifican con +1 y -1, asi como niveles
que pueden variar de acuerdo al nimero de factores a
evaluar y garantiza ademas, una propiedad estadistica
de rotabilidad. El disefio de experimentos planteado en
este estudio es un disefio DCCR o factorial completo.
Este disefo experimental fue esencial para realizar los
ensayos, ya que permitié obtener informacion confiable
para extraer conclusiones. La evaluacion de la influencia
de las variables fue realizada con un disefio de experimen-
tos factorial completo, seglin se observa en el cuadro 2.

Se realizaron experimentos de secado siguiendo el dise-
Ao factorial completo con dos niveles en dos variables
independientes (temperatura del aire y caudal, es decir,
variable indirecta de la velocidad del aire en el lecho o
ducto del secador), seglin se observa en el cuadro 3.

Cuadro 2. Diseno experimental factorial completo 22
para secado de tomillo.

Q T Q" T
Ensayo
(rpm) (°C) (rpm) (°C)

1 -a 0 1517,16 45

2 2000 50

3 0 -a 1800 37,93

4 0 0 1800 45

5 +a 1800 52,07

6 +a 0 2082,84 45

7 -1 1 1600 50

8 -1 2000 40

9 0 0 1800 45

10 -1 -1 1600 40

Nota: Las letras T* indica Temperatura y Q* indica Caudal.

Cuadro 3. Variables independientes y niveles utilizados
en el disefio experimental factorial completo.

Niveles
Vi
-a** -1 0 1 +a**
T 37,93 40 45 50 52,07
Q* 1517,16 | 1600 |1800 |2000 |2082,84

*Para cada rpm se calculd su respectivo valor de velocidad del
aire en m/s.

**E| nivel za se calculé como: +¥ (n * In2)

Donde n es el nimero de variables o factores independientes.
En este estudio el valor es de +1,41.

Nota: La sigla VI indica variable independiente.
T=Temperatura nominal del aire (°C)

Q*=Caudal (rpm)
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La determinacion de los niveles de cada variable in-
dependiente fue realizada de acuerdo con las posi-
bles condiciones del proceso, las cuales son limitadas
por los equipos. El caudal del aire depende de la ve-
locidad del motor, cuyo limite maximo es 3600 rpm.

Luego de efectuar la primera secuencia de secado de
tomillo en funcién de los factores implicados (humedad
y caudal) se procede a plantear un segundo disefio de
experimentos factorial completo de tipo DCCR con el
fin de observar una mejora en las condiciones de ope-
racion para el secado, en funcién de la humedad final
del producto. La segunda secuencia o etapa de secado
propuesta, se plantea al observar los elevados tiempos
de secado requeridos en las condiciones que alcanza-
ron los valores mas bajos de humedad final y segun lo
planteado en la norma técnica NTC 4423 [20] se indica
que valores de humedad del 12% son recomendables
para la comercializacion de tomillo deshidratado. Por tal
motivo, los experimentos siguientes son planeados bajo
una estructura de un disefio DCCR, con el objeto de
hallar la combinacién de factores independientes, que
permiten alcanzar una humedad final del 12% teniendo
en cuenta menores tiempos de operacion, puesto que
mayores tiempos implican un gasto energético propor-
cional y por ende un incremento en el costo final del
producto deshidratado.

El cuadro 4 presenta la segunda secuencia de experimen-
tos planeados para el secado de tomillo en funcién de
la temperaturay el caudal. En esta secuencia se plantea
un nuevo rango de temperaturas a mayores caudales.

El cuadro 5 presenta el segundo disefio de experimen-
tos planteado ubicando los cédigos de experimentacion
y los respectivos niveles de los factores de estudio.

Cuadro 4. Variables independientes y niveles utilizados
en el disefio experimental factorial completo.

Niveles

Vi
-a** -1 0 1 +a**

T 44,93 47 52 57 59,07

Q* 1817,16 1900 |2100 |2300 |2382,84

*Para cada rpm se calculé su respectivo valor de velocidad del
aire en m/s.

**E| nivel za se calculé como: ¥ (n * In2)

Donde n es el nUmero de variables o factores independientes.
En este estudio el valor es de +1,41.

Nota: La sigla VI indica variable independiente.

T= Temperatura nominal del aire (°C)

Q*= Caudal (rpm)

Después de la realizacidn de los experimentos, se ob-
tuvieron los modelos de regresion y la tabla de Analisis
de Varianza (ANOVA). A través de la tabla ANOVA, se
puede verificar cual de los modelos presentaba una
mejor prediccion de los resultados. A partir del modelo
obtenido, se visualizé graficamente mediante superficie
de respuesta, la interaccion entre las variables indepen-
dientes y la dependencia de la variable de respuesta
(humedad) con las variables independientes, dentro de
los limites prestablecidos para el secado.

RESULTADOS

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de la va-
riable de respuesta Humedad en piezas separadas
para cada uno de los efectos. Entonces prueba la
significancia estadistica de cada efecto comparando
su cuadrado medio contra un estimado del error ex-
perimental. En este caso, un efecto tiene un valor-P
menor que 0,1, indicando que es estadisticamente
significativo con un nivel de confianza del 90,0%.

Se toma un valor de significancia estadistica del 90%
siguiendo lo propuesto por Rodrigues & Lemma (2005)
donde indican que al utilizar disefos factoriales comple-
tos en el tratamiento de procesos industriales en los
cuales incluyen operaciones unitarias con una amplia
variacion implicita, es factible asumir errores del 10%
evitando con ello caer en el descarte o supresion de
factores con significancia a una mayor escala.

Cuadro 5. Diseno experimental factorial completo 22 para
secado de tomillo (segunda secuencia).

: = @ = @
BT | rem) (©) (rpm)
1 -1 1 47 2300
2 1 -a 52 1817,16
3 +a 0 59,07 2100
4 -a 0 44,93 2100
5 -1 -1 47 1900
6 0 +a 52 2382,84
7 0 0 52 2100
8 1 -1 57 1900
9 0 52 2100

10 1 1 57 2300

Nota: Las letras T* indica Temperatura y Q* indica Caudal.
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El cuadro 6 presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA)
para la primera secuencia de disefios factoriales com-
pletos desarrollada en este estudio. En ella se observa
que la temperatura posee un efecto significativo sobre
la variable de respuesta humedad (p=0,0124).

Las figuras 1y 2 presentan la superficie y el contorno
de la respuesta para la primera secuencia de secado de

Cuadro 6. Analisis de Varianza para Humedad de tomillo.

Fuente 55! Gl MS Razén-F | Valor-P
Q 0,111 1 0,111 0,02 0,893
T 102,66 | 1 | 102,666 | 18,74 | 0,0124
QQ 0,560 1 | 0,5600 0,1 0,765
TQ 1,575 1 1,575 0,29 0,620
TT 8,239 1 8,239 1,5 0,287
Error total 21,91 4 5,479
Total (corr.) | 134,794 | 9

Nota: Las letras de la fuente de variacion indican Q: caudal y
T: Temperatura.

Figura 1. Superficie de respuesta para humedad en funcion
de la temperatura y el caudal en el secado detomillo.
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“

tomilloy la evaluacion del efecto que la temperaturay el
caudal (velocidad del aire) tienen sobre la humedad final.
Los resultados indican que el mayor efecto es aportado
por la temperatura del aire, aportando los menores va-
lores de humedad entre 44 y 50°C sin dependencia del
caudal, sin embargo, al evaluar los tiempos de secado
para este rango de condiciones se encuentra que para
obtener humedades inferiores al 10% se emplean tiem-
pos de operacion que alcanzan las 16 horas en funciéon
de bajas temperaturas y bajos caudales.

La figura 3 presenta el grafico de probabilidad normal
para la variable respuesta humedad en funcién de los
factores o variables independientes (temperatura y
caudal), en esta figura se observa que la variable inde-
pendiente temperatura se aleja de forma significativa
de la recta normal corroborando con ello el efecto sig-
nificativo expresado anteriormente en la tabla ANOVA.

La figura 4 presenta el andlisis de residuos para la
humedad en funcién de la temperatura del aire y del
caudal (velocidad del aire). Alli se observa que los datos
colectados no presentan ninglin rasgo de tendencia

Figura 3. Grafico de probabilidad normal para lahumedad en
funcion de la temperatura y el caudal enel secado de tomillo.
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Figura 2. Contorno de la respuesta para humedad en funcién
de la temperatura y el caudal en el secado detomillo.
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Figura 4. Grafico de residuos para la humedad en funcién
de la temperatura y el caudal en el secado detomillo.
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con lo cual aportan al cumplimiento del supuesto de
independencia, esto se debe a que la distribucién de los
errores es homogénea y se debe a una aleatorizacién
previa de los ensayos.

La ecuacion 1 presenta el modelo de regresion obteni-
do, el cual presenta un coeficiente R? de 83,74%, con
lo cual, se indica que es propicio la presentacion de su-
perficies y contornos de la respuesta, ya que el modelo
explica en un porcentaje mayor al 70% la variabilidad
del fenédmeno aqui analizado. En la ecuacion 1 se ob-
serva que existe un efecto lineal decreciente causado
por los factores temperatura y caudal, sin embargo, se
logra apreciar que la temperatura tiene un efecto de
4,42 veces sobre el caudal. Es decir, por cada cambio
en el caudal la temperatura cambiara en 4,42 puntos.
Los efectos cuadraticos no son significativos.

H=12991-0004Q — 442T + Q* - 0,00050T 4 0,054T* (Ec.1)

Donde H: humedad; T: Temperatura y Q: Caudal.

El cuadro 7 presenta el andlisis de varianza ANOVA
para la variable humedad en la segunda secuencia de
secados. Esta tabla presenta a la variable indepen-
diente temperatura como la mas estadisticamente
significativa (valor p=0,0638) a un nivel de significan-
cia del 90% siguiendo lo propuesto por Rodrigues &
Lemma (2005) para procesos industriales.

La figura 5 presenta el grafico de Pareto estandariza-
do para la variable de respuesta humedad del tomillo
en funcion de los factores experimentales tempera-
tura del aire y caudal. En esta figura se observa como
la temperatura es el factor mas significativo sobre la

Cuadro 7. Analisis de Varianza para Humedad.

Fuente SS Gl MS Razén-F | Valor-P
T 19,129 | 1 | 19,129 6,46 0,0638
Q 5,086 1 5,086 1,72 0,26
TT 2,550 1 2,550 0,86 0,405
TQ 11,492 | 1 | 11,492 3,88 0,120
QQ 5,792 1 5,792 1,96 0,234
Error total | 11,837 4 2,959
Total (corr.) | 61,80 9

Nota: Las letras de la fuente de variacién indican Q: caudal
y T: Temperatura.

humedad del tomillo, corroborando con ello lo plan-
teado en la tabla ANOVA.

Las figuras 6 y 7 presentan la superficie y el contorno
de la respuesta para la variable de respuesta hume-
dad final del tomillo en funcidon de los factores tem-
peratura del aire y caudal. En ambas figuras se deno-
ta como las combinaciones de los factores revelan la

Figura 5. Grafico de Pareto para humedad en funcion
de la temperatura del aire y el caudal.
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Figura 6. Superficie de respuesta para secado de tomillo
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Figura 7. Contorno de la Respuesta para humedad del tomillo
en funcién de la temperatura del aire y el caudal.
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mejor condicién para el secado del tomillo siguiendo
lo establecido por la norma NTC 4423 [20].

La figura 8 hace referencia al mejor punto de expe-
rimentaciéon o condicion optima de operacién para
obtener tomillo deshidratado a un 12% de humedad
segln lo expresado en la NTC 4423, el contorno aqui
presentado se encuentra distribuido por regiones que
resultan de las combinaciones experimentales estable-
cidas y que permiten observar de una forma mucho mas
clara la mejor condicién de experimentacion. Bajo esta
condicién éptima, Zhao et al. (2016) afirman que ninguln
microorganismo puede sobrevivir cuando la cantidad
de agua se encuentra debajo de 0,6, y el crecimiento
de la mayoria de bacterias y hongos cuando la cantidad
de agua esta debajo de 0,85, asi 0,6 se espera que
sea el umbral para un alimento seguro y 0,12 para el
cumplimiento de la norma técnica Colombiana.

La figura 9 presenta el grafico de residuos versus el
orden de corrida, en esta figura se observa que no

Figura 8. Contorno de la respuesta para la humedad del tomillo
en funciéon de la temperatura del aire y el caudal con regiones
diferenciadas.
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existe tendencia en los errores, con lo cual se puede
asegurar que se cumple con el supuesto de indepen-
dencia y homogeneidad en varianza, estos resultados
indican que las experimentaciones fueron sometidas
a un ejercicio de aleatorizacion.

La ecuacién 2 presenta el modelo de regresion obte-
nido a partir de la segunda secuencia de secado, se
observa que el efecto de la temperatura y el caudal
crecen linealmente con un efecto aditivo de 0,56 ve-
ces, es decir, el efecto de la temperatura aumenta en
0,56 puntos por cada aumento en el caudal.

El coeficiente de regresion obtenido fue de 80,84%,
indicando que gran parte de la variabilidad del fené-
meno estudiado es explicado por el modelo obteni-
do. Este modelo puede emplearse para posteriores
estudios que impliquen el secado de tomillo en las
condiciones planteadas.

Siguiendo lo planteado por Rodrigues y Lemma
(2005) para la aceptacion de modelos de regresion
con R? con valores mayores o iguales al 70%, se ob-
serva que en este estudio los coeficientes obteni-
dos estan por encima del valor minimo planteado y
soportan su analisis en las respectivas superficies y
contornos antes presentados y elucidados.

H = -224591+0,762T +0,2020 + 0,037~ 000270 -
0,00003¢

(Ec.2)

Donde H: humedad; T: Temperatura y Q: Caudal.

CONCLUSIONES

La temperatura se presenta como el factor mas signi-
ficativo sobre la humedad final del tomillo deshidra-
tado con valor p=0,0124 con un nivel de significancia
del 90%. A las condiciones de temperatura halladas
se observa que el mejor caudal se ajusta a la regién
entre 2050 - 2100 rpm, que corresponden con la
mejor regién de temperaturas de 52-53°C.

Las condiciones mas bajas en términos de tempera-
tura de secado permiten obtener un producto con
menor humedad final (8-12%) [19,22], sin embargo,
los tiempos requeridos para alcanzar estas hume-
dades superan las 16 horas, lo que los hace inviables
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en términos de escalamiento industrial por el alto
costo energético que implican.

Los resultados obtenidos en este estudio donde se
evalua el efecto de la temperatura del aire y el caudal
sobre la humedad final del tomillo deshidratado indi-
can que se puede obtener un producto que cumple
los estandares de calidad exigidos en la normativi-
dad, razones que permiten que pueda ser comercial-
izado o introducido en la cadena de valor de especias
y condimentos de la industria de alimentos.

El tomillo deshidratado en las condiciones éptimas
alcanza una humedad final del 12% cumpliendo lo
establecido en la norma técnica NTC 4423y siguien-
do un planteamiento experimental basado en un
DCCR con factores y niveles establecidos para un
secador de fabricacién nacional.
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RESUMEN

Para definir condiciones de manejo de forrajes de corte para el trépico y verificar la
capacidad de recuperacion de elefante morado (Pennisetum purpureum), se evalué
la frecuencia de corte en Popaydn - Colombia, a 1780 msnm, en bosque htimedo
premontano bajo (bh-PM). Para el momento éptimo del corte, se evaluaron a dife-
rentes edades de rebrote las variables vigor, altura de planta, produccion de forraje
verde, porcentaje de materia seca e incidencia de plagas y enfermedades, se con-
sider¢ la calidad nutricional, andlisis de costos y se realizé la curva de crecimiento;
bajo un disefno experimental de bloques completos al azar, con 5 tratamientos y 4
repeticiones, se delimitaron 20 parcelas experimentales de 9 m?, el factor bloqueado
fue pendiente del terreno como presuncion de variaciones de fertilidad del suelo.
Cada tratamiento correspondié a una edad diferente de rebrote al momento del
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corte, evaluando a 50, 60, 70, 80 y 90 dias de rebrote, (T1, T2, T3, T4, y
T5 respectivamente). Se hicieron evalué en dos épocas diferentes (Lluvias y
seca). Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva, andlisis
de varianza (P=0,05) y prueba de Duncan (SPSS V 15). Se concluyé que el
momento 6ptimo de corte del pasto elefante morado es a los 70 dias con una
produccion de 25,4 ton/Ms/ha/afio y proteina del 8%.

SUMMARY

In order to define the conditions of management of cuttings for the tropics and
to verify the recoverability of the purple elephant (Pennisetum purpureum), the
cutting frequency was evaluated in Popayan - Colombia, at 1780 masl, in low
premontane humid forest (bh -PM). At the optimum cutting time, different ages
of sprouts were evaluated for variables: vigor, plant height, green forage pro-
duction, dry matter and incidence of pests and diseases, the nutritional quality,
cost analysis and the growth curve was performed for the mentioned species,
a randomized complete block experimental design, with 5 treatments and 4
replicates, was used, 20 experimental plots of 9 m? were delimited, where the
factor blocked Was the slope of the land as a presumption of variations in soil
fertility through it. Each treatment corresponded to a different age of regrowth
at the time of the cut, evaluating at 50, 60, 70, 80 and 90 days of regrowth, co-
rresponding to treatments T1, T2, T3, T4, and T5 respectively. They were eva-
luated in two different seasons (Rain and dry). The results were analyzed using
descriptive statistics, analysis of variance (P=0,05) and Duncan’s test (SPSS V
15). It was concluded that the optimum cutting time of purple elephant grass is
70 days with a yield of 25,4 ton/Ms/ha/ year and 8% protein.

RESUMO

Para definir as condicées de conducdo forragem colhida para as regies tro-
picais e verificar a capacidade de resisténcia roxo (Pennisetum purpureum), a
frequéncia de corte em Popaydn avaliadas - Colémbia, 1780 m, em baixo flo-
resta premontane (BH-PM ). Para tempo ideal de corte, foram avaliados em
diferentes idades de rebrota as varidveis de forca, altura da planta, producdo
de forragem verde, a percentagem de matéria seca e incidéncia de pragas e
doencas, qualidade nutricional foi considerado andlise, custo e executada
a curva de crescimento; sob delineamento experimental de blocos aleaté-
rios completos com 4 repeticoes e 5 tratamentos, 20 parcelas experimentais
de 9 m? é delimitado, o factor foi bloqueada terrenos inclinados como pre-
suncdo de variacoes de fertilidade do solo. Cada tratamento correspondeu
a um intervalo de corte diferente no momento do corte, a avaliacdo das 50,
60, 70, 80 e 90 dias recrescimento, (T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente).
Eles ndo avaliada em dois tempos diferentes (molhado e seco). Os resulta-
dos foram analisados usando a estatistica descritiva, a andlise de varidncia
(P=0,05) e o teste de Duncan (SPSS V 15). Concluiu-se que o tempo ideal
para a grama do corte é elefante roxo 70 dias, com producdo de 25,4 ton/
Ms/ha/ ano e 8% de proteina Ms.
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INTRODUCCION

En los paises en desarrollo del tropico, se produce la
mayor parte de la carne y la leche del mundo en de-
sarrollo y casi la mitad de los sistemas son mixtos de
cultivo y ganaderia [1,2]. Plantear mejoras del rendi-
miento de los cultivos y animales es esencial para la
intensificacion sostenible y contribuir a la mitigacion del
impacto medioambiental derivado de la intensificacién
[3,4]. Los sistemas tropicales de produccion pecuaria
se basan en forrajes [5], bajo este marco, se habla hoy
de “Livestook plus” [6, 7], como concepto de manejo
ecoeficiente de la ganaderia y es en este campo que
la eficiencia en sistemas de produccién de forraje para
corte y acarreo cobra vital importancia.

La ganaderia Bovina en el Departamento del Cauca
participa con el 50% del Producto Interno Bruto (PIB)
regional y ocupa mas del 50% de la poblacién econé-
micamente activa, que genera aproximadamente el
13,5% del PIB nacional. Del total del producto agro-
pecuario, aproximadamente el 30% se origina en el
sector pecuario, donde la ganaderia bovina de carne
y leche constituye el 90% de este sector, motor del
desarrollo socioecondmico del departamento, pero
objeto de constantes criticas, puesto que se basa en
sistemas ganaderos extensivos, que han deteriorado
los recursos naturales (suelo, aguas, faunay flora) [8].

Los suelos de la formaciéon Popayan, “provienen de
materiales de origen volcanico (Andisoles) y de la
meteorizacion de los diferentes tipos de rocas de
acuerdo a su formacién geoldgica (rocas igneas, me-
tamoérficas y sedimentarias). En general son suelos
recientes y jovenes (Entisoles e Inseptisoles). En una
menor proporcién se presentan los suelos formados
a partir de materiales orgdnicos clasificados en el or-
den taxonomico de los Histosoles” [9,10].

Es clima templado himedo con relieve fuertemente
ondulado con pendientes hasta del 25%; los suelos
son muy profundos a muy superficiales, fuertemente
acidos y baja fertilidad [11,6].

En cuanto mayor sea la base forrajera disponible
(cantidad de alimento total producido) mayor sera la
carga animal del predio en uso ganadero. Es por eso
que se hace notorio un creciente interés y al mismo
tiempo una alta demanda por el cultivo de forrajes
para corte y acarreo, los cuales tienen la capacidad
de producir mayor cantidad de biomasa por unidad

de area [12]. Esto implica minimizar el desperdicio
de forraje eliminando el pisoteo, evitando el gasto
de energia durante el pastoreo y disminuyendo la se-
lecciéon del animal que normalmente deja un residuo
considerable en los potreros [13, 14].

En la investigacion con pasto elefante morado o ca-
merun (Pennisetum purpureum Schumach) [15], se
evaluéd la produccidn de forraje verde a los 50, 60,
70, 80 y 90 dias de rebrote y valorar su calidad nu-
tricional en términos de proteina cruda (PC), fibra en
detergente neutro (FDN), fibra en detergente acido
(FDA) vy la digestibilidad “in vitro” de la materia seca
(DIVMS); definir el momento 6ptimo de corte y ela-
borar su curva de crecimiento y produccién bajo con-
diciones de manejo en el peniplano de Popayan; Se
determind el momento éptimo de cosecha respecto
a la produccién y calidad forrajera.

METODO

Para el desarrollo de la investigacién se trabajé bajo
la norma de la Red Internacional de Evaluacién de
Forrajes Tropicales RIEPT descrita por Toledo (1982),
la cual se detalla a continuacion [16].

Area de estudio

El trabajo se realizé en el municipio de Popayan, bos-
que humedo premontano bajo (bh-PM); localizacién
geografica N 20° 30.6’ 58" - W 76° 33.6' 06", a una
altura 1800 m.s.n.m., temperatura media de 18°C.

Material experimental

Para la realizaciéon de este trabajo, se dispuso de
un lote con elefante morado Pennisetum purpureum
Schumach, con aproximadamente un afio y medio de
establecimiento, sembrado a una distancia de 50 cm
entre surcos. El riego se realizé por aspersion hasta
obtener su capacidad de campo.

Disefo experimental

Se utilizé un disefio experimental de bloques completos
al azar, con 5 tratamientos y 4 bloques (repeticiones).
Cada parcela de 3 X 3 m para un area de 9 m?sembra-
das de manera contigua con surcos cada 0,5 m, para
un area total del lote de 180 m?2. El factor a bloquear
fue la pendiente del terreno, como una presuncion de
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variaciones de fertilidad del suelo a través del mismo;
en cada bloque se distribuyeron y enumeraron los tra-
tamientos al azar. Para eliminar el efecto de bordes, se
dejé un metro alrededor del area experimental.

Modelo estadistico

Se tomo toda la parcela para hacer las evaluaciones
de cada repeticién en los tratamientos, los cuales
fueron: 50, 60, 70, 80 y 90 dias de rebrote, lo que
correspondi6 a los tratamientos T1, T2, T3, T4y T5
respectivamente. Se evalué en dos épocas; seca y
lluvias. Es importante anotar que en la época seca
se regd en correspondencia al manejo técnico que se
le da a este cultivo en la finca. El modelo estadistico
correspondio a la siguiente ecuacion:

Ylj=u+Tl+Elj (Ec. 1)

Donde:

Yij: Variable respuesta de tratamientos con j repeti-
ciones.

u: Efecto de la media general.

Ti: Efecto de los tratamientos.

Bj: Efecto del bloque.

Eij: Efecto del error experimental.

Variables evaluadas

Se empled la metodologia de Red Internacional de
Evaluaciéon de Pastos tropicales [17]. Las variables
evaluadas fueron:

Vigor. Expresado por el estado de la planta, color,
crecimiento y sanidad en una escala de 1 a 5, siendo
1 el peory 5 el mejor. El patron de comparacion fue
todo el ensayo [12].

Altura de plantas. Medida como la distancia desde
el piso hasta la parte mas alta de las plantas en su
estado natural, medida en centimetros [17]. Se tomd

la altura promedio de tres plantas por parcela.

Cobertura. Se observé la cantidad de forraje en cada
parcela y se calificé en porcentaje (100%).

Produccion de forraje verde. Para esta evaluacion se
registré el peso de una muestra por metro cuadrado,
mediante el método gravimétrico se registré la pro-
duccién de forraje verde.

Produccion de materia seca (MS). Para la obtencion
de la MS, se tomé de cada parcela una submuestra
de forraje verde por cada tratamiento, de aproxima-
damente 200 gr previamente picada y luego empa-
cada en una bolsa de papel, esta fue puesta en un
horno de ventilacién controlada a 70°C por 72 horas
y luego se pesd, para por diferencias de pesos obte-
ner el porcentaje de materia seca de la muestra.

Presencia de plagas. Para la evaluacion la incidencia
y severidad causada por insectos comedores de fo-
llaje, la evaluacion del dafio se hizo en una escala de
1a4, asi[17]:

1. Presencia de algunos insectos: la parcela no
presenta area foliares consumidas.

2. Dano leve: se observa en la parcela de 1 a 10%
del follaje consumido.

3. Dano moderado: el consumo del follaje en la
parcela es del 11 al 20 %.

4. Ataque grave: mas del 20 % del follaje de la
parcela ha sido consumido por el insecto.

Presencia de enfermedades. Se procedié a recorrer
las parcelas, se consideran plantas afectadas las que
presentan sintomas de enfermedades y se califican
dela4dasi[17]:

1. Presencia de la enfermedad: 5% de plantas
afectadas.

2. Dano leve: 5-20% de plantas afectadas.
3. Dafo moderado: 20-40% de plantas afectadas.

4. Dano severo o grave: mas de 40% de plantas
afectadas.

Calidad nutricional. Para la caracterizacién nutricio-
nal se tomaron muestras de forraje verde previamente
picadas, de 1 Kg en el segundo corte de cada parcela
(una por tratamiento), las cuales se enviaron al labo-
ratorio de andlisis de calidad de alimentos del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), se evalud
su contenido de Proteina cruda (PC), digestibilidad “in
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vitro” de la materia seca (DIVMS). Fibra en detergente
neutro (FDN) y Fibra en detergente acido (FDA).

Curva de crecimiento. Se realizaron evaluaciones cada
7 dias, de la altura de las plantas, produccién de bio-
masa fresca total y contenido de materia seca. Para la
medicion de la altura del pasto elefante morado (Pen-
hisetum purpureum Schumach), se realizé un corte de
estandarizacion y a partir de ese momento se midieron
de forma semanal hasta llegar a los 90 dias de rebrote.

Corte de uniformidad. El corte se realizé a ras del suelo
con el propésito de de homogenizar el ensayo [17].

Cosecha. Se realizaron 3 cortes (uno de uniformidad
y 2 de evaluacién) por cada tratamiento.

RESULTADOS
Condiciones climaticas

La investigacidn se vio influenciada por el comporta-
miento ambiental propio del peniplano de Popayan;
donde las precipitaciones fueron bajas durante los
meses de Julio y Agosto con lluvias entre 3y 6 mm/
mes y con precipitaciones extremas entre 210,22 y
316,85 mm/mes correspondientes a los meses de
Octubre y Noviembre del afio 2014 [18].

Durante la investigacion se presentaron temperaturas
de 18,2 2 20,1°C, propias de la zona de estudio [19,18].

Segln los resultados obtenidos con el andlisis de
suelo, se cuenta con un pH de 6,05, con una capa-
cidad de intercambio catiénico de 38,95 cmol/kg, su
textura es franca y tiene un contenido de materia or-
ganica de 133,25 g/kg.

Figura 1. Comportamiento de la precipitacién y temperatura
en el periodo de estudio.

Andlisis de las variables

Los resultados del andlisis de varianza no arrojaron
diferencias estadisticas (P=0,05) para ninguna de las
variables evaluadas respecto al efecto de bloques,
por lo tanto es factible afirmar que las condiciones
del suelo y la pendiente no afectaron el desempefio
productivo del pasto durante la fase evaluada.

Produccidn de forraje verde en materia seca

Se realizé andlisis de varianza, tanto para el efecto de
blogues, como el de la época de corte y los tratamientos
evaluados, en el cuadro 1 se presentan el promedio en
ton/Ms/ha/afio por tratamiento y por época.

Entre los diferentes tratamientos (50, 60,70,80y 90 dias
de rebrote) durante la fase de estudio (época seca con
riego y época de lluvias) no se presentaron diferencias
estadisticas (P=0,05) para la produccion de materia seca
(ton/ha/afio), no obstante se puede apreciar que a los
70 dias, la produccién fue mayor, alcanzando 25,4 ton/
Ms/ha/afo, 2,1, 2,6,4y 5,6. toneladas mas que el corte
alos 90, 80, 60y 50 dias respectivamente (Figura 2),
resultados similares a los reportados para la regién [20].

Cuadro 1. Produccion promedio de elefante morado (Pennisetum
purpureum Schumach) en dos épocas de rebrote y 5 edades de
rebrote ton/Ms/ha/afo.

mmJ/mes °C/Mes
350 20,5
300 N —=* 20
250 N - 19,5
200 \' 19
150 = 18,5
- —
100 = 18
50 —= 17,5
o maaat . . 17
jul-14 ago-14 sep-14 oct-14 nov-14
------ Precipitacion Temperatura

Edad rebrote | Epoca seca | Epoca lluvias | Promedio total
50 dias 22 17,7 19,8
60 dias 21,2 21,7 21,4
70 dias 23,5 27,4 25,5
80 dias 21,9 23,7 22,8
90 dias 20,1 26,6 23,3

Figura 2. Produccién de forraje de Pennisetum purpureum

Schumach (ton/Ms/Ha/Afo) por tratamientos.
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Respecto a las épocas de rebrote, la produccién ge-
neral de Pennisetum purpureum Schumach, no pre-
sento diferencias estadisticas (P=0,05) entre la época
seca con riego y la época de lluvias, no obstante, en
lluvias se alcanzd una produccion media de 23 ton/
Ms/ha/afo, 1,7 toneladas mas que cuando la fuente
de agua fue solo riego 4 horas una vez por semana.

Para la produccién de forraje verde en materia seca
en la época de baja precipitacion, no existieron dife-
rencias estadisticas (P=0,05) entre los tratamientos,
se puede apreciar como a los 70 dias de rebrote, se
observé la mayor produccion (23,5 ton/Ms/ha/afio)
y a los 90 dias se expresd la menor producciéon 20,1
ton/Ms/ha/afo (Figura 3).

En la época de lluvias, aunque tampoco se presenta-
ron diferencias estadisticas (P=0,05), al realizar una
prueba de rangos multiples de Duncan se observa-
ron dos agrupamientos, el primero conformado por
los cortes a los 50, 60y 80 dias y el segundo con los
cortes a los 60, 80,90y 70 dias. La mayor producciéon
se alcanzod a los 70 dias con 27,4 ton/Ms/ha/afio),
mientras que a los 90, 80,60 y 50 dias se alcanzaron
producciones de (26,6, 23,7,21,7 y 17,7 ton/Ms/ha/
afo respectivamente) (Figura 4).

Vigor

Durante las evaluaciones se encontraron diferencias
estadisticas (P=0,05) respecto al vigor, por lo cual se
realizé una prueba de rangos muiltiples de Duncan, la
cual mostré 2 grupos, lo que indica que entre el trata-
miento a los 50y los tratamientos 70, 80 y 90 dias de
corte hay diferencias, se aprecid que el tratamiento con
mayor vigor fue a los 90 dias de corte con un valor de
4,6,y el menor vigor a los 50 dias con un valor de 3,6.

En la evaluacién de las épocas de rebrote no se obser-
varon diferencias estadisticas (P=0,05) entre la época
seca con riego y la época de lluvias, sin embargo en
época de lluvia se presentd un vigor de 4,2 el cual supe-
raba la época seca con riego que tuvo un vigor de 4, 2.

Respecto a los tratamientos en la época de baja preci-
pitacion, no existieron diferencias estadisticas (P=0,05),
pero se puede apreciar a los 90 dias de rebrote se obtuvo
el mayor vigor con una media de 4,50y a los 50 y 60
dias se evidencioé el menor vigor con una media de 4.

Figura 3. Produccion de forraje de Pennisetum purpureum
Schumach (ton/Ms/Ha/afno) en época de baja precipitacién.
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Figura 4. Produccion de forraje de Pennisetum purpureum
Schumach (ton/Ms/Ha/afo) en época de lluvias.
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En época de lluvias se presentaron diferencias esta-
disticas (P=0,05) y se realizé una prueba de rangos
multiples de Duncan en el cual se observaron dos
agrupamientos, el primero conformado por T1 vy el
segundo con los tratamientos 2,3, 4 y 5, en donde
la mayor produccién se alcanzé a los 90 dias con un
valor de 5, siendo el de menor valor el T1 con 3,5.

Altura

En el andlisis se observé que durante todo el ensayo,
entre los tratamientos se presentaron diferencias es-
tadisticas (P=0,05) para la variable altura, por lo que se
realizo la prueba de rangos multiples de Duncan en el
que se evidenciaron 4 grupos de los cuales se afirma
gue no hay una diferencia en la altura cuando pasaban
10 dias entre los cortes pero si se evidencié cuando
la diferencia entre cortes fue de 20 dias, observando
como es logico, que a los 90 dias alcanza la mayor altura
con 2,19 my los 50 dias la menor altura con 1,50 m.
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En relacion a las épocas de rebrote en el andlisis de va-
rianza se presentaron diferencias estadisticas (P=0,05)
en donde el comportamiento en época de lluvia fue
mejor que la época seca con riego, alcanzando una
altura promedio de 2 m superando la época seca con
un promedio de 1,6 m respectivamente de lluvia y riego.

En la época de baja precipitacion, se observaron dife-
rencias estadisticas (P=0,05) entre los tratamientos,
por consiguiente se realizaron las pruebas de rangos
multiples de Duncan, en el cual se aprecian 4 sub-
conjuntos en donde el T5 es superior con un valor de
2,1 m, respecto a T1, T2, T3y T4. En época de lluvia
no se encontraron diferencias estadisticas (P= 0,05)
entre los tratamientos.

Cobertura

No se presentaron entre los tratamientos diferencias
estadisticas (p=0,05) para la variable cobertura.

Respecto a época, Pennisetum purpureum Schumach,
se diferencié estadisticamente (P=0,05) entre época
con riego y época de lluvias, en época de lluvias se
logré una cobertura media del 83%, siendo 12% ma-
yor que en época seca.

No se presentaron diferencias estadisticas (P=0,05)
entre los tratamientos, se observé que en el corte a
los 60 dias se logré el mayor porcentaje de cobertura
(75%) y a los 50 dias el menor con un (65%).

En época de lluvias se presentaron diferencias es-
tadisticas (P=0,05) en la cobertura, por lo tanto, se
realizé la prueba de Duncan, donde se apreciaron 3
subconjuntos conformados asi: el primero 50, segun-
do 60, 80y 90 dias, finalmente el tercero 60, 70y 90
dias, el mejor porcentaje de cobertura se alcanzé a
los 70 dias de rebrote con un 90% mientras que el
menor fue a los 50 dias con un 72%.

Materia seca (MS)

En cuanto a los tratamientos, no hubo diferencias es-
tadisticas (P=0,05) para MS [13], sin embargo, se ob-
servé que el mayor contenido en porcentaje de ma-
teria seca (MS) es a los 70 dias (17,%) y a los 60, 90,
y 80 dias se presenté un contenido de MS de 15,9,
15,1y 15% respectivamente (Figura 5).

Respecto a las épocas de rebrote, en la MS en Penni-
setum purpureum Schumach, presentaron diferencias
estadisticas (P=0,05) entre la época seca y la época
de lluvias, en época seca se obtuvo un 20% vy en llu-
vias se alcanzé un 11, 24%.

En la época de baja precipitacién se encontraron di-
ferencias estadisticas (P=0,05) entre los tratamientos
al realizar |la prueba Duncan se observan dos subcon-
juntos el primero conformado por los rebrotes a los
50, 90, 80y 60 dias y el segundo por los cortes a los
60y 70 dias. El mayor porcentaje de MS se alcanzé a
los 70 dias con 22,9%, mientras que a los 60,80, 90
y 50 dias se lograron porcentajes de 20,3, 19,6, 19 y
18,2% respectivamente (Figura 6).

Figura 5. Contenido de Materia Seca en porcentaje del pasto
elefante morado (Pennisetum purpureum Schumach) en los
diferentes tratamientos.

175
17
165
16
%]
E 155
R
15
145
14

135

17,0

50 80 90 60 70
DIAS DE REBROTE

Figura 6. Porcentaje de M.S en pasto elefante morado
(Pennisetum purpureum Schumach) en época de baja
precipitacion para los diferentes tratamientos.
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En tanto en época de lluvias no se encontraron dife-
rencias estadisticas (P=0,05) entre los tratamientos,
se puede apreciar que el mayor porcentaje de MS fue
en el corte a los 50 dias con 11,7% y el menor a los
80 dias con un 10,4% (Figura 7).

Presencia de plagas y enfermedades

La incidencia de plagas y enfermedades en el cultivo
de Pennisetum purpureum Schumach fue 1 para cada
caso seguln la metodologia propuesta [17], se obser-
varon algunas plagas como masticadores los cuales
no causaron dafos significativos a la planta y no fue
un factor de influencia en la toma de datos durante
el desarrollo de la investigacion.

Las posibles plagas que pueden afectar al Pennise-
tum purpureum Schumach es el gusano falso medidor
(Mocis spp) y la mosca pinta o salivazo (Zulia spp, Ae-

Figura 7. Porcentaje de MS en pasto elefante morado
(Pennisetum purpureum Schumach) en época de lluvias
para los diferentes tratamientos.
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nolema spp), por lo que es necesario vigilar el desa-
rrollo de la planta durante la época de lluvias.

Analisis bromatolégico

Para la caracterizacion nutricional de Pennisetum pur-
pureum Schumach a diferentes edades de rebrote, se
realizaron anélisis bromatoldégicos con los siguientes
resultados (Cuadro 2), referenciados en la calidad nu-
tricional reportada [21].

Como se aprecia en el cuadro 2, a los 50 dias de re-
brote el forraje es mas nutritivo, y menos a los 90
dias de rebrote; al calcular la produccién de nutrien-
tes por ha/ano, combinando los resultados del labo-
ratorio con la produccion de forraje verde en materia
seca obtenida en promedio por tratamiento al afo
(Cuadro 2y figura 2), se puede apreciar que a los 70
dias la produccion total de proteina cruda por uni-
dad de area es ligeramente mayor, alcanzando 0,12
y 0,16 ton de PC mas por hectarea que a los 80 y 60

Cuadro 2. Composicion nutricional del Pennisetum purpureum
Schumach a diferentes edades de rebrote.

. Edad de Rebrote (dias)
Item
50 60 70 80 90

PC % 9,1 8,8 8,0 8,4 7.2
CEN % 16,2 14,7 15,5 14,7 14,8
FDN % 58,7 57,8 60,6 59,3 62,8
FDA % 39,3 41,7 43,0 44,3 449
DIVMS % | 62,2 63,1 60,7 63,5 60,1

PC = proteina cruda, CEN= cenizas, FDN= fibra en
detergente neutro, FDA= fibra en detergente acido, DIVMS =
Digestibilidad in vitro de la materia seca.

Figura 8. Produccion de forraje y nutrientes del pasto elefante morado (Pennisetum purpureum Schumach)

a diferentes edades de rebrote.
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dias respectivamente 0,22 ton mas que a los 50 y
0,35 ton mas que a los 90 dias de rebrote (Cuadro 3).

Curva de crecimiento del pasto elefante
morado (Pennisetum purpureum Schumach)

La curva de crecimiento para Pennisetum purpureum
Schumach (figura 9), obedece a una curva polindmi-
ca (R?= 0,9351), Este modelo presentd los mejores
resultados y mostré los mayores valores de R?y ele-
vada significacion del modelo completo (P < 0,001) y
sus parametros (P < 0,05, P< 0,001). Por ello, se con-
sideré que es el de mejor bondad de ajuste, teniendo
en cuenta su forma sigmoidal, que guarda una rela-
cién légica con el crecimiento de las plantas.

En la figura anterior, se observa el crecimiento del fo-
rraje desde el corte de estandarizacion hasta los 90
dias. El 93% de la variacion presentada corresponde
a la forma de obtencidn de las variables, lo que hace
confiable la curva aqui presentada. Su comporta-

Cuadro 3. Produccion de nutrientes de Pennisetum purpureum
Schumach a diferentes edades de rebrote (ton/ha/ano).

ftem Edad de rebrote dias
50 60 70 80 90
PC% 1,81 1,88 2,04 1,92 1,69
CEN % 3,22 3,17 3,94 3,36 3,47
FDN % 11,64 | 12,39 | 1545 | 13,54 | 14,66
FDA % 7,79 8,94 10,94 | 10,12 | 10,48
DIVMS % 12,35 | 13,53 | 1546 | 14,49 | 14,03

PC = proteina cruda, CEN= cenizas, FDN= fibra en
detergente neutro, FDA= fibra en detergente acido, DIVMS =
Digestibilidad in vitro de la materia seca.

Figura 9. Curva de crecimiento de Pennisetum purpureum
Schumach hasta los 90 dias.
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miento se caracterizé por un rapido crecimiento des-
de las primeras edades, aunque fue muy homogéneo
y constante hasta los 42 dias de edad del forraje con
resultados desde 20,6 hasta 45,6 cm y tiene una fase
de crecimiento rapida después de los 42 dias llegan-
do a los 90 dias con una altura de 227,9 cm. Asi mis-
mo, este comportamiento coincide con los reportes
bibliograficos al respecto tanto para pasto elefante
como para otras especies [20, 22, 23].

CONCLUSIONES

La produccion de forraje verde de Pennisetum purpu-
reum Schumach fue superior a los 70 dias de rebrote,
tanto en época de lluvia como en época seca, alcan-
zando en promedio 25,5 ton/Ms/ha/afo.

En cuanto a la proteina cruda, aumento progresivamente
hasta los 80 dias (8,4%) disminuyendo notablemente
alos 90 dias (7,24%) correspondiendo con la baja de
proteina en el follaje al inicio de la floracion (80 - 90 dias)

El crecimiento del pasto Elefante morado hasta los
90 dias de rebrote corresponde a una curva poliné-
mica, en donde se aprecia una relacién directa (R?
=0,93) entre la altura y la edad de rebrote.

Teniendo en cuenta la calidad nutricional, la frecuen-
cia de corte y la produccién anual en MS del pasto
Elefante morado Pennisetum purpureum, el punto
6ptimo de corte entre los 5 tratamientos evaluados
es a los 70 dias, pues en este momento del cultivo,
se alcanza la mayor produccion de forraje verde con
una produccion de 25,4 ton/Ms/Ha/Afo, una protei-
na del 8% y de nutrientes por unidad de area.
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as bioassay for the detection of genotoxicity induced leaching of soils with ar-
senic (As). Test micronuclei induction was used stem cells pollen Tradescantia
clone 4430 (Trad-MCN). The results demonstrate that the micronuclei fre-
quency was higher for soil leachate from the community of the Salitre, Hidal-
go, and the community of Bella Vista del Rio, Queretaro, in Mexico. Compared
with the control group of leachates soil for the Municipality of Querétaro.
In all cases there was a significant difference (Tukey p> 0,05). Also resulting
in good linear correspondence R? = 0,94 and the slope of the equation that
represents a velocity induced MNs 0,5/100 tetrads each ugAs.L™.

RESUMEN

El arsénico es un metaloide téxico que estd presente en el aire, el agua y el
suelo. Las bacterias del suelo juegan un papel importante en la oxidacién de
este elemento. Este articulo describe el uso de plantas como bioensayo para
la deteccidn de lixiviacién inducida por genotoxicidad de suelos con arsénico
(As). Se utilizé como prueba, la induccién de micronticleos en células de po-
len de Tradescantia clon 4430 (Trad-MCN). Los resultados demuestran que
la frecuencia de aparicién de micronticleos fue mds alta para el lixiviado del
suelo de la comunidad de Salitre, Hidalgo y para la comunidad de Bella Vista
del Rio, Querétaro, en México, comparados con el grupo control de lixiviados
del suelo para el Municipio de Querétaro. En todos los casos hubo una di-
ferencia significativa (Tukey p> 0,05). También resulté en una buena corres-
pondencia lineal R? = 0,94 y la pendiente de la ecuacion que representa una
velocidad de MNs inducidos 0,05/100 tétradas cada ugAs.L*.

RESUMO

O arsénico é um metaldide que estd presente no ar, a dgua e o suelo. As
bactérias do solo sdo um importante papel na oxidacdo deste elemento. Este
articulo descreve o uso de plantas como bioensaio para a detecdo de lixi-
viacdo induzida pela genotoxicidade de suelos con arsénico (As). Use, como
resultado, a inducdo de micronticleos em células de pdlen de Tradescantia
clon 4430 (Trad-MCN). Resultados demuestran frecuencia de apareccion
de micronucleo fue mds alta para o lixiviado do suelo da comunidade de
Salitre, Hidalgo y para a comunidad de Bella Vista del Rio, Querétaro, en
México, comparados con el grupo controle de lixiviados del suelo par Muni-
cipio de Querétaro. En todos os casos principais e uma diferenca significativa
(Tukey p> 0,05). Mais resultados em uma correspondéncia linear R? = 0,94
e o0 progresso da equacdo que representa uma velocidade de MNs inducidos
0,05/100 tétradas cada ugAs.L .

INTRODUCTION

Arsenic is a toxic metalloid that is present in air, water and soil. In nature,
it can be found as an inorganic form when combined with oxygen, sulfur
and chlorides. Soil bacteria play an important role in the oxidation of this
element. It is most prevalent form found in air samples is arsenic trioxi-
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de (As,O,) whereas a variety of arsenates (AsO,*) or
arsenite (AsO,’) are found in water, soil, or food [1,2].
Arsenic can act as genotoxic agent, causing adverse
effects on human health and other organisms [3]. It
is through inhalation of powders, ingestion of plants
that have absorbed arsenic from soil, or from drin-
king Arsenic dissolved in that water that this element
enters the food chain causing problems such as skin
cancer (keratosis) as well as lung or liver cancer [4,5].
A number of studies have been conducted to detect
genotoxic activity as a result of human activity, espe-
cially when mining in involved [6]. There are arsenic
compounds that are known to induce mutagenic, car-
cinogenic and teratogenic effects resulting in a high
incidence of oncological diseases [7]. Through expe-
rimental models genotoxic effects have been found
in organisms exposed to these compounds. Clinical
signs of these effects include gastrointestinal irrita-
tion, vomiting, diarrhea, nausea, and abdominal pain.
These symptoms were observed in all cases, which
were exposed to high doses of inorganic arsenic for
a short-term and in low doses over a long-term [8,9].
In animal studies, lesions were found that caused
gastrointestinal bleeding. For example, in monkeys
that were given 6 mg As kg'.day* diet for a month,
intestinal inflammation and bleeding were found [6].
Currently, there are a large number of bioassays both
invitro and as well as short and long term, to determi-
ne the genotoxicity of inorganic arsenic. Tradescantia
clone 4430 (Hybrid X T. T. Subacaulis hirsutiflora) is
one of the bioassays that has been used to detect
genotoxic effects of heavy metals [10,11]. Many stu-
dies mention that these plants are highly sensitive to
toxins found in the environment such as pesticides
and other inorganic compounds [11-17]. Chemicals
such as lead tetra-acetate and arsenic trioxide in-
duced micronucleus formation in Tradescantia clone
4430 (Trad-MCN) [13,18]. The aim of this study was
to compare the effects of genotoxicity of six leachate
soils from three separate sites semi-desert states lo-
cated in the states of Querétaro and Hidalgo, Mexi-
co, with known arsenic, using a bioassay (Trad-MCN).

METHOD
Samples
Soil and water samples from three sites located in the

semi-desert area of the states of Querétaro and Hidal-
go were taken. Site (1) El Salitre, is located within the

mining district of Zimapan, with an altitude of 1,780
meters above sea level and 20°44’ N 99° 23)W; Site
(2), Bella Vista del Rio which is located at 20°40’ N and
99°32'W to 20 miles from Salitre, along the border of
the states of Hidalgo and Queretaro. The third site (3),
which was used as control, near the town of Querétaro
20°35’ N and 100°11’ W (Figure 1).

Pots (30 in total) were prepared with 1,5 kg of soil.
The soils were washed with 500 mL of water each
site; Salitre in Zimapan, Bella Vista del Rio in Que-
retaro, and Queretaro soils (negative control). In
addition, soil from Salitre was washed with ground
water from Queretaro to which a concentration of
arsenic (100 mg.L') was added to serve as a positi-
ve control. Over a time period of approximately four
months four separate samples were obtained each
with an interval of 21 days between preparations.
The leachates were collected in plastic bags and kept
refrigerated at -4°C until used for genotoxicity tests.

Figure 1. Location of the sampling sites. 1) Salitre, Zimapan
20°44'51"N 99°22'15"W; 2) Bella Vista 20°40'35 "N
99°32'16" W; and 3) Querétaro 20 ° 35'52 "N 100°10'33" W.
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Analysis of water

Water analysis was conducted in Salitre, Zimapan, Bella
Vista and Queretaro. This same water was used for
watering twice a month. The pH, conductivity (EC),
redox potential (Eh), and the concentration of arsenic
(As) were determined. These analyzes were used as a
baseline for watering the pots, following the provisions
of current Official Mexican Regulations [19].

Experimental conditions
for obtaining leachate

In order to collect leachate from the pots previously
mentioned the following experiment was performed,;
Experiment A: SZ-soil Zimapan (Salitre), washed with
water from WZ-Zimapan. Experiment B: (SZ)-soil Zi-
mapan (Salitre), washed with WQ-water from Que-
rétaro. Experiment C: (SBV)- Bella Vista, Querétaro
soil, washed with WBV-Agua Bella Vista, Querétaro;
Experiment D: SBV- Bella Vista, Querétaro soil, was-
hed with WQ- water from Querétaro.

Experiment F: SQ- Queretaro soil, uncontaminated,
washed with WQ-Queretaro water as a negative con-
trol. A completely randomized design was carried out,
taking random samples (five replications in each case).

Selecting cuts Tradescantia

Tradescantia clone 4430 (that is a hybrid of T. hirsu-
tiflora, X T. subacaulis) is heterozygous was obtained
from the greenhouse of the Centro de Estudios Aca-
demicos sobre Contaminacion Ambiental (CEACA) of
the Autonomous University of Queretaro. Cultiva-
tion was carried out in the greenhouse under contro-
lled conditions with light (1,800 watts Fluorescent,
incandescent 180 watts) photoperiod (16/8 h light/
dark), temperature 21°C and 15°C and approximate-
ly 16°C at night. The relative humidity was maintai-
ned between 60 and 80% [20].

Trad-MCN

The following protocols were used [21-23], where in-
florescences were selected with an approximate stem
height of 10 cm, these were immersed in the aqueous
extracts for each of the six experiments. Approxima-
tely 10 sections for each experiment were used and
the treatments were conducted in a greenhouse un-
der controlled conditions. The exposure time was 6

hours with 24 hours of recovery in Hoagland nutrient
solution for each sample. The inflorescences were
fixed in an ethanol - acetic acid (3:1) and stained with
0,5% acetocarmine. The number of cells in tetrad sta-
ge containing 1, 2, 3 or more micronuclei and 300 cells
were counted for each preparation were recorded.

Statistical Analysis

All data was analyzed using (ANOVA) variance and
Tukey test (p <0,05) with 5.01 JMP statistical package.

RESULTS

Characterization of the three soils
and the water

The pH values, redox potential (Eh), electrical con-
ductivity (EC) of the three soils showed some diffe-
rences. The pH values classified as neutral for Que-
rétaro soils [24,25] soils of Bella Vista and El Salitre
moderately alkaline, the table 1 shows these results.

The CE of the three soils demonstrated similar and
redox potential (Eh), they were classified as interme-
diate reducers without significant differences however
with the Querétaro soil. There were significant diffe-
rences [24]. Compared to Zimapan, Salitre soils where
the concentrations were (726,71 + 42,91 ug As.kg™).
These concentrations were the highest found. This is
due to geomorphological origin. Next, in order of de-
creasing natural contamination, Bella Vista soil, with
73,25 + 1,35 pg As.kgt, which is ten times less than the
soil of Salitre. In these two cases, the concentrations
indicate the geographical proximity and identify them
as soils with low As concentrations (<40 ug As.kg™?).
The Querétaro soil which was taken only as reference
contained concentrations of 12,67 + 1,15 pg As.kg™.

Table 1. Results of the averages of analysis of the soils of the
three regions studied. In parenthesis is the standard deviation.

Site
Salitre, Zimapan | Bella Vista, | Querétaro,
Hidalgo Querétaro | Querétaro
pH 8,11 (0,06) 8,18 (0,01 | 7,10 (0,05)
[As] (MgAs. . 17325 12,67
kg") 726,71 (42,91) (1.35)° (1.15)
Different letters in rows indicate significant Differences
(p<0,05)
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The results of the characterization of the water used
for irrigation are shown in cuadro 2.

A significant difference was determined in concen-
trations of As (in all cases HAsO, 2 shaped, according
to Pourbaix diagram Eh vs pH). It is observed that the
initial concentration of As the water used to irrigate
Zimapan exceeds 9,5 times the NOM-127-SSA1, so
it is also valid for positive control; Water Bella Vista
exceeds 2,5 times the standard and meets Querétaro
water content <10 pg.L*.

Genotoxic activity of leachate
(Tradescantia clone 4430)

There are precedents that mention that soils may
contain genotoxic compounds such as the study
by [17] found an increase in the frequency of mi-
cronuclei in Tradescantia clone 4430 to expose this
plant outage leached from soils contaminated with
heavy metals. The results for genotoxicity of leacha-
te from soils under study, can be seen in cuadro 3.
The leachate SQ/WQ was taken as negative control,
because in the water of this site concentration (As)
is below the allowable limit set by the NOM-127-
SSA1-1994 and presented a value of 1,6 + 0,34 mi-
cronuclei. The leaching of SQ/WQC with 8,5 + 0,37
micronuclei taken as a positive control, showed a sig-
nificant difference from the control. This difference
shown in the frequency of micronuclei is attributed
to the concentration of arsenate added intentionally,
but unlike the results found in leachate SZ/WZ and
SZ/WQ which were 7,1 + 0,21 and 4,8 = 0,33 mi-
cronuclei micronuclei, respectively and also showed
significant difference (p <0,01), the first very similar
to SQ/WQC, but for this experiment also provided

soil arsenic concentration in this case in previous
studies was the soil with the highest concentration
(726,71 g. kg As) and because of this it can be said
that the leachate more damage caused was to SZ/
WZ, corresponding with the analysis in a study by
the Institute of Geophysics of the National Autono-
mous University of Mexico (IGEF), arsenic found in
water, soil and mineral sediments, in the Zimapan
population of Hidalgo.

Likewise Prieto et al. [26] found that the frequency of
MNs in experimental Zimapan water samples showed
significant differences from control in apical meristem
cells of Vicia faba. Finally, in leachates from soils of Bella
Vista SBV/WBY, it was found that this presented geno-
toxic damage with a frequency of 5,9 + 0,80 micronuclei
and SBV/WQ with a value of 5,2 = 0,57 micronuclei
between these two leachate no significant difference
P>0,05 was presented, but if compared to the control
group SQ/WQ, P <0,01. The values of arsenic (73,25
pg.kg) for this site were ten times lower compared

Table 2. Average results of characterization of the water
used for irrigation.

CE As (ng.L") | As (ng.L")
e i (dS/cm) initial Leachate
Salitre
X g 7,86 0,21 107,32
Zimapan, |, .. X e |94,6(0,18)¢ :
Hidalgo (0,03) (0,06) (0,38)¢
Bella Vista, | 7,75 0,18 . 131,52
Querétaro | (0,04 | (0,04x | 240 11 g5y
Querétaro, |8,01 0,23 7,2 7,34
Querétaro |(0,04)* |(0,06) |(0,06) (0,07)

Different letters in the columns indicate significant differences
(p <0,05)

Table 3. Results of the frequency of micronucle/100 tetrads, exposed soil leachate Querétaro,
Queretaro, Salitre Hidalgo and Bella Vista Qro.

Stage | Stage Il Stage Il Stage IV Average

Leachate As MCNs As MCNs As MCNs As MCNs As MCNs
SZ/WZ 128,96 7,1 141,41 | 10,70 | 124,04 9,20 116,93 7,2 127,84+5,34 8,55+2,93
SZ/WQ 90,24 4.8 128,62 7,00 93,69 7,50 96,33 6,4 102,22+4,98 6,43+0,37
SBV/WBV | 48,75 59 94,33 7,00 95,39 6,70 87,72 6,6 81,55+4,71 6,55+0,76
SBV/WQ 33,08 52 88,77 5,20 90,09 5,40 61,74 6,0 68,42+5,27 5,45+0,44
SQ/WQC(+) | 89,25 45 150,19 9,50 151,59 8,90 156,63 8,0 136,92+5,23 7,73+0,59
SQ/WQ(-) 5,72 1,6 4,5 1,20 3,39 1,30 4,29 1,5 4,48+0,80 1,4+0,18

(+) negative control; (-) Positive Control; As in pgAs.kg*; MCNs / 100 tetrads
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to that found in soil Salitre, Zimapan in Hidalgo. With
the average values of the four stages the correlation
between the concentration of [As] and induction of
micronuclei (MNs/100 tetrads) was established. In Fi-
gure 2 the linear correspondence with an R? = 0,94 is
shown, the slope of the equation (0,05) represents the
speed of MCNs induced/100 tetrads per ugAs.Lt. The
value of the intercept represents the number of MCNs
induced/100 tetrads spontaneously (see figure 3).

There are a number of studies focused on the ge-
notoxic evaluation of soil samples, obtaining good
results, focusing on the preparation of leachate and
make presentations with different bioassays [27-29].
Therefore it is said that mutagenicity bioassay Pro-
ven measures to assess the genotoxicity of complex
mixtures without the need to specify the chemical
characterization of the sample, determining the ge-
netic damage in living organisms [27-31].

Figure 2. Linear correlation between MNs / 100 tetrads vs
[As] in pgAs.kg™.

10
K y = 0,0504x + 1,635
g 8 R? = 0,9366 ¢
26 ¢
(=]
=
= 4
W
G2
= L 2

0‘ T T 1
0 50 100 150
Conc. As (pg.L)

Figure 3. a) Shows a photograph of normal tetrad b) MCN
in tetrads.

CONCLUSIONS

The results demonstrate that the micronuclei frequency
was higher for soil leachate from the community of
the Salitre, Hidalgo, and the community of Bella Vista
del Rio, Queretaro. Compared with the control group
of leachates soil for the Municipality of Querétaro. In
all cases there was a significant difference (Tukey p>
0,05). Also resulting in good linear correspondence R?
= 0,94 and the slope of the equation that represents a
velocity induced MNs 100/0.05 tetrads each pgAs.L™.
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RESUMEN

La quinuay el tarwi se caracterizan por ser altamente nutritivos, con el fin de aumen-
tar su consumo se buscan nuevas alternativas de procesos alimentarios, artesanales
y biotecnoldgicos. En este estudio se evalud la digestibilidad de polisacdridos conte-
nidos en harina de quinua real (Chenopodium quinoa Willd), variedad blanca (QB),
negra (QN) y en oligosacdridos contenidos en harina de tarwi (Lupinus mutabilis)
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(T) por aplicacién enzimdtica de a-amilasa in vitro. El andlisis proximal de
los granos (métodos AOAC), mostré valores similares a los de referencia. Se
cuantifico el contenido de azucares libres en harina de los granos, encon-
trdndose en %, 10,05 + 0,3 para QB, 8,25 + 0,3 paraQN y 0,19 + 0,01 para
T. Se determiné el contenido de almidones, 51,08 + 0,3% en QB y 49,04 +
0,4% en QN. Los azucares reductores por efecto de Termamyl Sc en % de
sustrato fue de 25 + 1,9 (QB), 27,5 + 1,5 (QN) y 2,01 + 0,3 (T). Los parame-
tros cineticos encontrados: Km: 80,4 mg/mL, Vmax 0,36 mg/mL min-1 (QB);
Km: 98,8 mg/mL, Vmax 1,72 mg/mL min-1 (QN); T: Km: 3,14 mg/L y Vmax
4,81 mg/mL/min-1, se derivaron del grafico de Lineweaver Burk.

ABSTRACT

Quinoa and tarwi are characterized by their high nutritional value so their
crops have spread to various counttries. In recent years to increase consump-
tion new food processing alternatives are sought, artisanal and biotechno-
logical. In this study the digestibility of polysaccharides contained in quinoa
flour (Chenopodium quinoa Willd), white variety (QB), black variety (QN) and
oligosaccharides of tarwi flour (Lupinus mutabilis) (T) by enzymatic applica-
tion of a-amylase was evaluated in vitro. The proximal analysis of the grains
was performed, finding values similar to those of reference (AOAC methods).
The content of free sugars in flour of the grains was 10,05 + 0,3 for QB, 8,25
+ 0,3 for QN and 0,19 + 0,01 for T. The starch content was determined,
51,08 + 0,3% in white quinoa (QB) and 49,04 + 0,4% in black quinoa (QN).
The reducing sugars by the effect of Termamyl Sc in % of substrate was 25 +
1,9(QB), 27,5 + 1,5 (QN) and 2,01 + 0,3 (T). The kinetic parameters found:
Km: 80,4 mg/mL, Vmax: 0,36 mg/mL min* (QB); Km: 98,8 mg/mL, Vmax:
1,72 mg/mL min* (QN); Km: 3,14 mg/L and Vmax 4,81 mg/L min™* (T), were
derived from the Lineweaver Burk plot.

RESUMO

Quinoa e tarwi sdo caracterizados por serem altamente nutritivos, de modo
que suas cultivos se espalharam para vdrios paises. Para aumentar o consumo,
novas alternativas de alimentos, processos artesanais e biotecnolégicos sdo
buscadas. Neste estudo, a digestibilidade de polissacdridos contido na fari-
nha quinoa real (Chenopodium quinoa Willd), variedade branca (QB), a va-
riedade preta (QN) e oligossacdridos contidos na farinha de Tarwi (Lupinus
mutabilis) (T), por aplicacdo enzimdtica foi avaliada de a-amilase in vitro. A
andlise proximal dos grdos (métodos AOAC) apresentou valores semelhantes
aos de referéncia. o teor de aclcares livres na reunido gréos de farinha de
10,05 + 0,3 para QB, determinou-se 8,25 + 0,3 e 0,19 + 0,01 QN contetdo
T. amido, 51,08 + 0,3% 49,04 + 0,4% QB e foi quantificada em QN Os acu-
cares redutores de Termamyl Sc em % de substrato foram de 25 + 1,9 (QB),
27,5+ 1,5(QN)e 2,01 £ 0,3 (T). Os pardmetros cinéticos encontrados: Km:
80,4 mg/mL, Vmax 0,36 mg/mL min'* (QB); Km: 98,8 mg/mL Vmax 1,72 mg/
mL mint (QN); T: Km: 3,14 mg/L e Vmax 4,81 mg/L min’, foram derivados
do grdfico de Lineweaver Burk.
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mutabilis, Carbohidratos,
Parametros cinéticos
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INTRODUCCION

Los granos andinos, como quinua (Chenopodium qui-
noa Willd) y Tarwi (Lupinus mutabilis sweet) son ali-
mentos originarios de la zona andina de Sud América
[1, 2], la quinua, es el grano, cuyo alto valor nutritivo
ha generado un alto nivel de exportacién del grano
beneficiado, particularmente de Bolivia y Peru, ac-
tualmente toda la regiéon andina, desde Colombia
hasta el norte de Chile y Argentina, han incentiva-
do su produccién [3], ingresando a una competencia
inusual. La demanda de mercado internacional ha
favorecido la producciéon de 4 variedades de quinua
real en Bolivia: Real Blanca, Toledo, Phisangalla (gra-
no rojo o café), y C hiara (grano negro) [4]. Por otro
lado, el Tarwi (Lupinus mutabilis sweet) que presenta
alto valor nutritivo, tiene menor grado de estudio, lo
que ha limitado su comercializacién. Se debe des-
tacar que el proceso de des-amargado de Tarwi y el
proceso de beneficiado de la quinua son factores que
elevan los costos de su comercializacion.

Se han realizado muchos estudios sobre el efecto de
consumo de quinua en la reduccién del riesgo de en-
fermedades crdnicas, entre las mas reportadas estan
sus propiedades anti-oxidantes [5-7], anti-inflamatoria
[8, 9], inmunomodulador [10], anticancerigenas [11],
hipo-colesterolemiante y antihipertensivo [12, 13]. En
base a estos estudios cientificos se prevén perspectivas
nutracéuticas de la quinua y aplicaciones funcionales
beneficiosas para la salud humana [14]. Por lo que ac-
tualmente esta siendo cultivada en América del Norte,
Europa, regiones subtropicales de Africa y Asia, mas de
50 paises han iniciado su cultivo [3,15].

La quinua y el Tarwi presentan alta concentracién de
lisina, que repercute en el contenido de proteinas de
alta calidad [14, 16], caracteristica poco frecuente en
alimentos vegetales. Otra caracteristica comun es su
Indice Glucémico Bajo [14], que hace que estos granos
sean propicios para desarrollar alimentos modificados
con alta propiedad nutricional que puedan ser adminis-
trados como aditivos nutricionales especificos.

Muchas de las enfermedades crénicas que afligen
a la sociedad de un modo particular (cancer, obesi-
dad, hipertension, trastornos cardiovasculares) se
relacionan de un modo muy estrecho con la dieta
alimenticia [17], por lo que, el buscar nuevas formas
de consumo de alimentos altamente nutritivos como

los granos andinos son necesarios, para incrementar
su consumo en diversas formas.

En el presente estudio se identificé el porcentaje de
hidrolisis bioldgica por aplicaciéon de a-amilasa Ter-
mamyl Sc en harinas desengrasadas de granos andi-
nos: quinua real blanca, quinua real negra (C hiara) y
Tarwi, con todos los componentes que forman parte
natural de los granos, sin introducir compuestos que
alteren el pH natural, para establecer las bases de ob-
tencién de aditivos nutricionales de mejor digestion.

METODO
Materia prima

Los granos organicos certificados de Quinua Real Blanca,
Quinua Real Negra y Tarwi fueron entregados por la
empresa de alimentos Irupana Organic Andean Food S.A.

Obtencidn de harina de quinua blanca (QB),
quinua negra (QN) y Tarwi (T)

Los granos fueron molidos en una moledora de gra-
nos BOSCH por 10 minutos, para luego ser tamizado
en tamices de acero norma ASTME 11 [18], obte-
niéndose la harina compuesta.

Analisis proximal

El anélisis proximal se determiné de acuerdo a mé-
todos AOAC establecidas en la Norma Boliviana.
Humedad, ceniza, fibra, lipidos, proteinas (N x 6,25)
[19], los carbohidratos por determinacién indirecta.

Harina desengrasada
Se procedio por el método soxhlet [18].
Cuantificacion de azucares libres y totales

La cuantificacién de azucares libres en harina de granos
completay desengrasada, se realizd por el método Du-
bois (Método fenol sulftrico) por triplicado [19, 20]. Las
lecturas se realizaron en un espectrofotémetro Génesis
10S UV-VIS a 490 nm. Para azucares libres (QB y QN) se
pesaron 100 mg llevando a 100 mL con agua destilada
(100 mg.dL:*) se mezclé por 5 minutos, se centrifugo por
5 min a 3500 rpm, se tom6 la muestra del sobrenadante.
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Para el Tarwi, se procedio por el método DNS después
de una hidrolisis 4cida en base a una curva patrén [21].

Almidones

La determinacién de almidones se realizé por el mé-
todo AOAC 996.11 [22], utilizando curva patrén
de glucosa.

Enzima

Termamyl Sc, una a-amilasa termo estabilizable de
Bacillus licheniformis, se utilizé para la licuefaccion de
almidones contenido en harina desengrasada de gra-
nos andinos. La actividad enzimatica de la enzima de
120 KNU g, donde cada unidad de kilo novo a-ami-
lasa (KNU) descompone 5,26 g de almiddn por hora
en condiciones normales, pH recomendado 5,4 - 5,8,
dosaje recomendado de 0,15 - 0,45 Kg/ton de almi-
don [23], equivalente a una relacion enzima/sustrato
(E/S) 0,015 - 0,045.

Hidrolisis enzimatica

Sobre la base de pruebas preliminares, tomando en
cuenta la dificultad en la agitacién por la consisten-
cia provocada por la gelatinizacion de las diferentes
muestras de quinua real blanca (QB), quinua real ne-
gra (QN) y Tarwi (T), se establecieron diferentes con-
centraciones de sustrato (almidén), en las quinuas
y oligosacaridos en el tarwi (Cuadro 1), se realizé la
hidrolisis de almidones en harina de los granos des-
engrasados por aplicacién de la enzima Termamyl
Sc, en reactores preparados con balones de 3 bocas
de 500 mL conectado a refrigerante, en bafio maria
sobre platos térmicos con agitacién y temperatura
regulables, considerando que los granos contienen
componentes propios que forman una matriz ade-
cuada para la hidrolisis, no se utilizaron soluciones
tampon ni adicion de calcio. Se homogenizé a agita-

cion constante, dejando ebullir por 5 min para la ge-
latinizacién, se trabajé a 85°C. Con base en datos de
la ficha técnica de Termamyl Sc, con 20 ulL (0,0252
g) de enzima por triplicado. Previa cuantificacion de
azucares reductores se inactivo con HCI 0,5 N para
el seguimiento del proceso enzimatico se utilizé el
método de Fehling [24], realizando una dilucion 1:6
para la QB, 1:2,5 para QN, para el Tarwi se utilizé el
método Dubois con dilucién 1:10.

Los parametros cinéticos de Km y Vmax para Ter-
mamyl Sc en una matriz de harina de granos (QB, QN
y T) sin grasas fueron estimados, en condiciones de
pH propios de cada grano: QB, pH 5,6; QN, pH 5,5;
T pH 5,0. Se utilizé la doble reciproca de Lineweaver
Burk en base a la cinetica de Michaelis - Menten,
con la siguiente ecuacion.

g _fm 2 1 (Ec. 1)

Vo Vmax [S] Vmax

Anadlisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los
resultados se expresaron como la media + desvia-
cion estandar (DS). Se realizé el Analisis de Varianza
(ANOVA) con el programa SPSS Statistics. Se utilizo
la prueba de Duncan para el andlisis proximal y Tukey
para las demas evaluaciones.

RESULTADOS

Andlisis proximal de Quinua Real Blanca,
Quinua Negra y Tarwi

Los valores obtenidos del andlisis proximal (Cuadro
2), se encuentran dentro rangos encontrados en

Cuadro 1. Relacién E/S para la aplicacion de termamyl ® en harina desengrasada de quinua real blanca(QB), quinua real negra

(QN) y Tarwi (T).
QB QB QN QN T T
Almidén (%) Rel. E/S Almidén (%) Rel. E/S Oligosacaridos (%) Rel. E/S
5 0,5 1,5 1,7 0,85 3,0
7,5 0,34 3,0 0,84 1,28 2,0
10 0,25 4,0 0,63 1,70 1,5
12,5 0,20 50 0,5 2,13 1,2
15 0,17 6,0 0,42 2,55 1,0

67



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 17 No 1 - Enero - Junio 2019

Nancy Alejandra Navia-Coarite

otros estudios, particularmente de los carbohidratos
totales en la quinua que varia desde 54,5 hasta 66,8
[25 - 27], esta determinacion de carbohidratos por
diferencia incluye la fibra total dietética [28], factor
que debe considerarse cuando se quiere valorar al-
midones u otro tipo especifico de carbohidratos.

Como se puede observar, los carbohidratos en lupinus
mutabilis representan 16,41 %, similar a otros reportes
[29, 30], la composicion de carbohidratos segtin Gross
R. et al (1988), corresponde a 15% de oligosacaridos
consta de estaquiosa 70%, rafinosa 17%, sacarosa 10%,
verbascosa 6% en 2 variedades de lupinus mutabilis,
carbohidratos no digeribles a excepcién de la sacarosa
[30], la determinacién de carbohidratos por diferencia en
lupinus mutabilis llega hasta un 28,2% [31]. En relacion a
las proteinas los valores encontrados se encuentran dentro
de los de referencia [25, 30]. La alta concentracion de
proteinas da lugar a diferentes propuestas de consumo,
el contenido de lisina (aminoacido esencial) de lupinus
mutabilis se encuentra en nivel superior al recomendado
FAO [32], con bajo contenido de aminoacidos azufrados
por lo que se recomienda hacer combinaciones con
cereales u otros [33], por las caracteristicas cuantita-
tivas y cualitativas es importante desarrollar diversos
productos, artesanales y biotecnolégicos para mejorar
el consumo de los granos andinos estudiados.

Con respecto al valor de significancia (p=0,000), se
concluye que la variables que influye en el anélisis
estadistico, son los componentes de los tres granos.
Hubo diferencias estadisticamente significativas en-
tre las dos variedades de quinua real negra y quinua
real blanca en, grasa, fibra cruda y proteina, en rela-
cion a los componentes del tarwi las diferencias son
significativas en todos los componentes.

Almidones

El contenido de almidones en quinua real blanca y
negra (C hiara) (Cuadro 3) son similares a los repor-
tados por USDA (2013) de 52,2%. Los almidones de
quinua han sido valorados por sus caracteristicas
particulares, entre las cuales resalta la alta estabili-
dad al congelamiento resistente a la retrogradacién
y deshidratacion [34, 37], su consumo es recomen-
dado para un buen rendimiento y recuperacion en el
deporte [2]. El almidén de quinua es altamente ra-
mificado y consiste en pequefios granulos (particulas
tamafio menor que 2 um de didmetro), mas peque-
fos que las particulas de cereales comunes [35], los

almidones de la quinua han sido estudiados para su
extraccion por su alta estabilidad [36].

Es posible afirmar que hay diferencias significativas
en el contenido de almiddn total con respecto a am-
bas variedades de quinua (p=0,001).

Azucares libres y totales

Como se puede observar en el Cuadro 4, nuestros re-
sultados revelan alto contenido de azucares libres en
la quinua real blanca y en la quinua real negra, coin-
cidiendo con los reportados anteriormente [36]. En
otro estudio, se reporté 2,9% de sacarosa, 1,4% de
maltosa, 1,7% de glucosa y 0,2% de fructuosa, como
parte de azlcares libres, en materia seca [37], un re-
porte anterior muestra el contenido de azucares li-
bres hasta un 15% en la variedad Sajama con un con-
tenido de glucosa 4,55%, fructuosa 2,41% y sacarosa
2,39% [38]. Se debe considerar que el método Du-
bois es sensible a todo tipo de carbohidratos, en este
sentido la cuantificacién de azucares libres incluye a
compuestos fendlicos glucosilados, saponinas y otros
compuestos unidos a carbohidratos [38]. La presen-
cia de azucares libres probablemente sea variable,
en relacion a la época de cosecha, almacenamiento
y condiciones ambientales en que se encuentren los
granos. Los azucares totales encontrados fueron de

Cuadro 2. Analisis proximal de QB, QN y T (g/100).

Componente QB* QN** TH**
Humedad 10,67+0,8 10,17+0,5 |6,48+0,21
Cenizas 2,37+0,01 3,26+0,34 | 3,61+0,01

Grasa cruda 5,7£0,4 7,7£0,36 19,5+0,6
Proteinas 15,02+0,24 |14,4+0,28 |48,0+0,58

Fibra 3,1+0,11 6,5+0,3 6,0+0,21

Carbohidratos 63,06 57.97 16,41
totales

*QB: Quinua Real Blanca
**QN: Quinua Real Negra
T Tarwi

Datos expresados con la media + SD de tres repeticiones

Cuadro 3. Almidones totales (%) de QB & QN.

Muestra Almidones totales (%)
Quinua real blanca (QB) 51,08 + 0,30
Quinua real negra (QN) 49,04 + 0,40

Todos los datos son la media + SD de tres repeticiones
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Cuadro 4. Azucares libres (AL) y azticares totales (AT), equivalentes a dextrosa (ED) en% de QB, QN y T.

9 9 9
e erf‘ h;ﬁaa Harina é:sfﬁgrasada ST e en Harin: ;((afe)ngrasada

Quinua Real Blanca (QB) 10,05 + 0,30 10,80 + 0,35 61,82+ 1,25 66,80 + 0,90

Quinua Real Negra (QN) 8,25 + 0,30 8,60 = 0,40 59,65+ 1,10 63,90 £ 1,05

Tarwi (T) 0,19 + 0,01 0,23 +0,01 17,20 + 0,60 20,40 + 0,80

Todos los datos son la media + SD de tres repeticiones

61,82% para QB, 59,65 para QN y 17,2 para T, va-
lores cercanos a los obtenidos por diferencia en el
andlisis proximal. Los azucares libres en el Tarwi se
encuentran en cantidades insignificantes, sin duda
debido al proceso de des-amargado exhaustivo.

Puesto que el valor-p es menor que 0,05, existe una
relacién significativa de todos los factores con un
nivel de confianza del 95%. Se observa diferencia
significativa (p=0,999) entre los subconjuntos 1, 2 y
3, azucares libres y azucares totales en harina com-
puestay desengrasadade QB,QNy T

El valor de significancia por Tukey (p=0,999) muestra
claramente que hay diferencias significativas entre
los tres granos con respecto a los azlcares libres y
totales en harina compuesta y desengrasada.

Hidrélisis enzimatica

El proceso de hidrolisis de almidones por efecto de
Termamyl Sc concluye aproximadamente a los 40
minutos para la quinua real blanca (QB) y a los 30
min para la quinua real negra (QN), a diferentes con-
centraciones de sustrato (almidon) establecidos en el
Cuadro 1, la consistencia de la quinua negra en su
gelatinizacién es muy densa, mostrando una gelifica-
cion a menor concentracion que la quinua real blan-
ca por lo que las concentraciones de trabajo fuerén
diferentes, este aspecto indica una diferencia en las
caracteristicas fisicas de los almidones de quinua real
blanca y quinua real negra (C’hiara). Para el tarwi el
proceso de hidrolisis a las concentraciones indicadas
de oligosacaridos en harina de tarwi concluye cerca
de los 60 min, los oligoscaridos contenidos en harina
de tarwi sometidos a Termamyl Sc dan una produc-
cion de azucares reductores baja por lo que resul-
ta despreciable el someter el sustrato a la enzima
a-amylasa (cuadro 5), este resultado respalda un alto
contenido de oligosacaridos tipo estaquiosa, rafino-
sa y verbascosa [30], oligosacaridos no digeribles,

Figura 1. Doble reciproca de Lineweaver Burk de 1/V versus
1/S, para obtener Km y Vmax para Termamyl Sc., a dosis
constante de Enzima, con sustrato contenido en: A. harina de
QB, B. harinade QN y C. harinade T.
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sin embargo se evidencia la posible presencia de
malto oligosacaridos que contienen enlaces a (1-4)
entre glucosas que da lugar al resultado encontrado.
Los resultados, junto a las referencias encontradas,
indican que el tarwi es un alimento adecuado para
personas que no quieren consumir carbohidratos, en
especial para los que sufren de obesidad y diabetes.

Por cada 100 g de almidén contenido en harina de
quinua desengrasada se observa cerca del 26% de
hidrolisis expresados en equivalente de dextrosa
(DE) por efecto de Termamyl Sc, lo que se traduce
en que por cada 100 g de harina de quinua real se
hidroliza alrededor de 13 g de sus almidones, con-
siderando que en ambos casos (quinua real blanca
y negra) el contenido de almidones es alrededor del
50%.La enzima Terammyl Sc tiene amplia aplicacién
en alimentos para la licuefaccién, particularmente
en la produccion de siropes, asi como en la industria
alcohdlica por lo que se la eligié para realizar este
estudio siendo que requiere condiciones de pH lige-
ramente acidas y contenido de calcio bajo (40ppm)
[39], la quinua por referencias contiene cerca de 47
mg% [40], en Lupinus mutabilis se reporta 370 mg%
[41], razon por la que se trabajo sin adicionar calcio
al proceso de hidrolisis.

Manteniendo la dosis constante de enzima Termamy!
Sc de 0,0252 g, a diferentes concentraciones de sus-
trato (Cuadro 1), se obtuvo diferentes relaciones
enzima/sustrato (E/S), encontrdndose la constante
de Michaelis- Menten (Km) y la velocidad maxima
(Vmax) por la doble reciproca de Line-Weaver Burk
(Cuadro 6), seguin los datos encontrados, la afinidad
del sustrato a la enzima en las condiciones citadas es
mayor en la quinua real blanca en relacién al sustrato
que se encuentra en la quinua real negra.

Para cada enzima, se considera eneralmente el Kmy
Vmax con sustrato libre, existen varios estudios de
los parametros cinéticos de a-amilasa de Bacillus li-
cheniformis, se ha reportado un Km de 10,97 mg/mL
y Vmax de 44,54 U/mL de la enzima aislada [42]. En
el estudio de Ul-Haq et al (2010) a concentracion fija
de enzima después de su purificacion de la amilasa
a partir de Bacillus licheniformis EMS-6 se obtuvo un
Km de 8,3 mg/mLy 2778 U/mg min! de Vmax con
almidén de 0,1 a 1,2% [43], la comparacién de Kmy
Vmax es dificil de realizar ya que depende del sus-
trato utilizado, condiciones de la reaccién, cantidad
de enzima, en nuestro caso no utilizamos el sustrato

Cuadro 5. Equivalentes de Dextrosa porcentual por efecto de
Termamyl Sc en almiddn/oligosacaridos en harina de QB, QN y T.

% ED (QB)
250+19

% ED (QN)
275+15

% ED (T)
2,01+03

ED: Equivalentes Dextrosa

Cuadro 6. Valores de Km y Vmax con 0,025g de Enzima.

Muestra Km Vmax
QB 80,4 mg/mL 0,36 mg/mL min?t
QN 98,8 mg/mL 1,72 mg/mL min*
T 1,3x10° mg/mL 4,53 mg/L min?

libre. En otro estudio de a-amilasa de Bacillus licheni-
formis inmovilizada utilizando 500 pg/mL de proteina
(enzima) se obtuvo una Vmax de alrededor de 506 U/
mg y un Km aproximado de 5 uM, consistente con
el de alfa-amilasa libre [44]. Cuanto mas pequefio el
Km mayor la afinidad de la enzima siempre que se de
en las mismas condiciones.

El proceso de hidrolisis para cada preparado se dio
a diferentes consistencias, en el caso de las quinuas,
la viscosidad es muy alta en la gelatinizacién, coin-
cidiendo con datos de Ahamed et al. (1996) que re-
porta, una alta viscosidad sobre el 5% de almidon,
llegando a su maximo entre el 7y 10% [34], en nues-
tro estudio se evidencié que la quinua negra presen-
ta mayor gelatinizacién a menor concentracién de
almidén, lo que indica diferencias en cuanto al tipo
de almidones que constituyen estas 2 variedades,
quinua real blanca (QB) y quinua real negra (QN), que
podrian repercutir en la digestibilidad in vivo.

Con la quinua real blanca es factible trabajar hasta
10% de sustrato y con la quinua real negra hasta el
5% de sustrato por sus caracteristicas de gelatiniza-
cion en condiciones de laboratorio.

CONCLUSIONES

Se demostré que la aplicacion de a-amilasa (Ter-
mamyl Sc) en una matriz de almidén contenido en
harina de quinua desengrasada, de las variedades
quinua real blanca y quinua real negra sin afadir nin-
gln componente adicional origina cerca de 26% de
azUcares reductores expresados en equivalentes de
dextrosa, el efecto de a-amilasa en los oligosacaridos
del Tarwi es muy bajo. Se obtuvieron los valores de
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Vmax y Km a dosis constante de enzima con varia-
cion de la concentracién de sustrato.
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ABSTRACT

Sesame is an important crop in tropical areas, which is seriously affected
by soil-borne fungi such as Macrophomina phaseolina and Fusarium sp. In
order to identify and characterize Fusarium spp. causing disease in sesame
plants in the field, ten isolates were obtained. Eleven distinctive taxonomic
traits were determined, and additionally growth rate was measured in Petri
dishes. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) by means of five pri-
mers was also performed. Three Fusarium species were reported: Fusarium
oxysporum (2 isolates), Fusarium solani (7 isolates) and Fusarium semitec-
tum (1 isolate). Previous reports indicate that sesame is affected just by F.
oxysporum f. sp. sesami, only one previous report indicate that also F. solani
causes fusarium wilt in this crop. In vitro growth rates were within a range of
0,21-0,29 mm h'%, with no trend according to the species. Growth of one of
the isolates of F. oxysporum was statistically (P<0,05) faster than the others.
Fifty RAPD bands (92% polymorphic) were not able to differentiate the three
Fusarium species. Similarity Jaccard coefficient ranged between 0,15 and
0,47 with an average of 0,32.

RESUMEN

El ajonjoli es un cultivo importante en regiones tropicales, el cual es afectado
por hongos del suelo como Macrophomina phaseolina y Fusarium sp. Con
el objetivo de identificar y caracterizar a Fusarium spp. como causante de
pudricién en plantas de ajonjoli en campo, se obtuvieron diez aislados. Once
caracteristicas distintivas a nivel taxonémico se determinaron sobre los diez
aislados, y adicionalmente se midié la velocidad de crecimiento en cdpsulas
de Petri. A nivel molecular, la caracterizacion de los diez aislados, se desa-
rrollé utilizando la técnica molecular de ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD) mediante el uso de cinco cebadores o “primers”. Se identificaron tres
especies de Fusarium oxysporum (2 aislados), Fusarium solani (7 aislados) y
Fusarium semitectum (1 aislado). Investigaciones anteriores al presente tra-
bajo indican que el ajonjoli es solo afectado por F. oxysporum f. sp. sesami,
solo un reporte previo indica que también F. solani causa la pudricién de
Fusarium en este cultivo. La velocidad de crecimiento in vitro se ubicé en un
rango entre 0,21-0,29 mm h'%, sin ningun patrén identificable de acuerdo a
la especie. El crecimiento de uno de los aislados de F. oxysporum fue estadis-
ticamente (P<0,05) mds rdpido que los otros aislados evaluados. Cincuenta
bandas RAPD (92% polimérficas) no pudieron diferenciar las tres especies
identificadas de Fusarium. El coeficiente de similitud de Jaccard estuvo entre
0,15y 0,47 con un promedio de 0,32.

RESUMO

O gergelim, uma cultura importante em regiées tropicais é seriamente afeta-
da pelos fungos do solo Macrophomina phaseolina e Fusarium sp. A fim de
identificar e caracterizar Fusarium spp. causadores da podriddo em plantas
de gergelim no campo, dez isolados foram obtidos. Vidrios carateres taxoné-
micos distintos foram determinados nos dez isolados, e a taxa de crescimento
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em placas de Petri foi medida adicionalmente. Para mais
detalhes da caracterizacdo dos dez isolados, utilizou-se
a técnica molecular de DNA polimérfico amplificado
ao acaso (RAPD), através de cinco iniciadores ou “pri-
mers”. Foram identificadas sob criterio morfoldgico trés
espécies; Fusarium oxysporum (2 isolados), Fusarium
solani (7 isolados) e Fusarium semitectum (um isolado).
Relatérios anteriores indicam que o gergelim é afetado
apenas por F. oxysporum f. sp. sesami, ho entanto, um
relatorio anterior indica que F. solani, também pode
causar a podriddo de fusarium nesta cultura. A taxa de
crescimento in vitro foi na faixa entre 0,21- 0,29 mm.
h-1, sem qualquer padrdo identificdvel de acordo com
a espécie. O crescimento de um dos isolados de F. oxys-
porum foi estatisticamente (P <0,05) mais rdpido que os
outros isolados avaliados. Cinquenta bandas de RAPD
(92% polimérficas) ndo conseguiram diferenciar as trés
espécies de Fusarium identificadas morfologicamente.
O coeficiente de similaridade de Jaccard foi entre 0,15 e
0,47 com uma média de 0,32.

INTRODUCTION

Sesame is one of the oldest oil crops which grows in
tropical and subtropical areas [1]. Sesame oil is highly
appreciated by consumers because of good balance
of fatty acids [2] and also because of the high antioxi-
dant content [3], which is desirable for human health
and for shelf-life.

Sesame, as any other crop, has several biological
constraints at the field such as insects pest (e.g. whi-
tefly, Bemisia tabaci Gennadius) [4], and pathogenic
fungi (e.g. Macrophomina phaseolina and Fusarium
oxysporum f.sp. sesami) [5]. Fusarium oxysporum is a
soil-borne fungus which survives as saprophytic, and
affects many crops [6]. When conditions are favora-
ble, fungus mycelium goes into the host plant throu-
gh the roots until xylem, affecting plant water supply.
F. oxysporum is considered a complex, and within this
complex, more than 150 host-specific Forma specia-
lis have been described [7].

Sesame is one of these many crops that may be affec-
ted by F. oxysporum, and specific Forma specialis of the
fungus is F. oxysporum f.sp. sesami. According to Pineda
(2002) 8], plants affected by F. oxysporum f. sp. sesami
are recognized by leaf yellowness on one side of the
plant, and subsequent appearance of a brown stripe

and pink powder along the stem (fructification struc-
tures of the fungus); in plantlets, disease is identified
by wet rot at the neck, plant wilt, and sudden death.
Symptoms described are consequence of fungus co-
lonization inside of vascular system in roots and stem.

Strategies design of integrated pathogen manage-
ment implies knowledge of fungus epidemiology and
attributes of population, and these studies should be
based on a correct identification of the pathogen. For
identifying Fusarium species, taxonomic system con-
siders morphological attributes divided in primary
and secondary traits. Primary attributes are chlami-
dospore presence, size and shape of macroconidia,
and microconidia; secondary attributes are colony
color and morphology, and sporodochium [9, 10].

The objective of this research was to characterize at
morphological and molecular level isolates of Fusa-
rium spp. coming from symptomatic tissue from se-
same production area in Venezuela, in order to have
a general idea about genetic diversity of this fungus
affecting the crop.

METHODS
Fungus isolation

In sesame commercial fields, infected plants showing
the typical symptoms of Fusarium wilt were identified.
Pieces of about 1 cm? coming from stems of these plants
were washed with sodium hypochlorite (1%) and put
into Petri dishes containing water agar. Petri dishes
were incubated at room temperature (20-28°C) for 5
days, and hyphae tips of typical Fusarium mycelia was
transfer to new Petri dishes containing potato dextrose
agar (PDA), which also was incubated at room tempe-
rature for 5 days. Ten Petri dishes containing Fusarium
were obtained, and from them, monosporic cultures
were prepared by means of addition of 20 pL of conidia
suspension in new Petri dishes containing water agar,
which was incubated for 24 h. Germinated conidia
were identified under microscope, and only one was
transferred to a new Petri dish containing PDA, which
was incubated for 5 days at room temperature. Ten agar
disks for each isolate coming from each of the ten Petri
dishes were conserved in sterilized water according to
Figueiredo (1967) [11].

76



Gilberto Alvarado

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 17 No 1 - Enero - Junio 2019

Morphological characterization

A single agar disk containing mycelium of Fusa-
rium sp. was transferred to SNA medium (synthe-
tischer nahrstoffarmer agar, 0,1% K,HPO,, 0,1%
NaNO,, 0,05% MgSO,.7H20, 0,05% KCl, 0,02% glu-
cose, 0,2% sucrose and 2% agar) prepared into a Pe-
tri dish containing a single piece of carnation (Dian-
thus cariphylus) leaf. It was replicated twice for each
isolate. Morphological characterization was carried
out by using traits proposed by Nelson et al. (1983,
1994) [12, 9]. Taxonomic identification of each isola-
te was carried out on mycelium growing for 7 days,
by using the morphological traits proposed by Leslie
and Summerell (2006) [13]: conidiophore, type of
conidiogenous cells (monophialide or polyphialide),
microconidia (shape, septum presence, arrangement
on condinogenous cell), macroconidia (shape, septa
number, origin), chlamydospores (number, shape,
arrangement on mycelium). Growth rate was also
determined for each isolate. A single piece of 1 cm?
of potato dextrose agar taken from the edge of 48
h fungi cultures, was placed at the center of a Petri
dish. It was replicated four times for each isolate. Co-
lony diameter was measured every 12 h until fungus
reached the edge of the dish. Colony area was cal-
culated and data subjected to analysis of variance as
a factorial design (isolate with 10 levels, measuring
time with 10 levels, and interaction). When statisti-
cal differences were detected, Tukey test was perfor-
med for mean comparison (P<0,01).

Molecular characterization

Eachisolate was grown for 7 days on PDA, and mycelium
was taken for DNA extraction, which was carried out
following the Hoisington et al. (1994) [14] procedure.
DNA was purified with 10 mg mL* of RNAase, and con-
centration was estimated by visualization in agarose
gel (0,8%) under UV light, after electrophoresis (30
minutes, 100 V) and staining with ethidium bromide.
Concentration of all DNAs extracted was standardized
in approximately 10 mg mL. DNA was amplified in
a thermal cycler Perkin Elmer 2400 using 5 primers
(OPA10, sequence GTGATCGCAG, OPM-1 sequence
GTTGGTGGCT, OPO-16 sequence TCGGCGGTTC,
OPP-1 sequence GTAGCACTCC, OPP-17 sequence
TGACCCGCCT), using the same procedure of Zamani
et al. (2004) [15]. PCR products were subjected to elec-
trophoresis on agarose gels (1,5%) for 80 minutes at

100V, and were visualized under UV light after staining
with ethidium bromide. All PCR reactions were carried
out twice. Data was recorded as presence or absence
of bands for each isolate (presence of bands was con-
sidered when it appeared in both PCR reactions), and
Jaccard similarity coefficient was calculated between
each pair of isolates. Coordinate analysis was used for
visualizing genetic relationship among isolates. For that,
correlation coefficient was calculated between all pairs
of bands, afterward matrix was doubly centered and
eigenvalues and eigenvectors were calculated, which
were projected in a two dimension space. Analyses were
performed with NTSYS pcv. 2.02.

RESULTS

Three Fusarium species were identified from the ten
isolates according to Leslie and Summerell (2006)
[13] and Nelson et al. (1994) [9] criteria. Two isola-
tes were identified as Fusarium oxysporum because
of the presence of oval microconidia, most of them
two-celled in false head on a short monophialide
which in most of the cases was close to another long
monophialide; macroconidia had 3-5 septa, formed
on a sporodochium; chlamydospores were terminal
or intercalar, smooth and ornamented In the cultu-
re this species was characterized by abundant white
(slightly pink) mycelium in both surface and deep. Se-
ven isolates were identified as Fusarium solani, which
had white mycelium, hyaline two-celled microconidia
formed on a long and lonely monophialide in false
head; macroconidia had 3-5 septa on branched co-
nidiophore; rounded to oval and slightly wrinkled
chlamydospores were intercalar. This species was
characterized by abundant and white mycelium. One
isolate was identified as Fusarium semitectum, which
presented an uniform slighty pink color in the my-
celium; many branched conidiophores with mono-
phialialide in shape of V, with many 3-5 septa ma-
croconidia; sporodochium of pink color having few
chlamydospores and macroconidia.

Growth rate was statistically different (P<0,05) for
interaction Isolate x Measuring Time. Figure 1 dis-
plays the growth rate for each isolate during 5 days.
Table 1 shows that covered area in Petri dishes at fif-
th day resulted also in statistical differences (P<0,05)
among isolates, according to Tukey test.
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Molecular characterization by means of RAPD resul-
ted in 50 bands, 46 of them (92%) polymorphic. Table
2 indicates number of bands obtained for each primer.

Jaccard coefficient for the 45 possible pairwise com-
parison between the 10 isolates had an average of
0,32; in a range between 0,15 (Fusarium oxysporum
001 and Fusarium solani 4) and 0,47 (Fusarium oxys-
porum 002 and Fusarium semitectum). Three-dimen-
sion plot generated by principal coordinates analysis
(Figure 2), according to the eigenvalues, explained
58% of variation.

Fusarium oxysporum f. sp. sesami has been reported as the
causal agent of fusarium wilt in sesame (Sesamum indicum
L.) [16-19], however, this research reports other species
associated to this disease. Isolates of the fungus were
obtained from sesame stem tissue presenting symptoms
of the disease, therefore, all the species identified in this
research should be recognized as causal agents, or at
least to be present as opportunists in the lesions caused
by Fusarium sp. Sesame is sown in Venezuela as rotation
crop to maize in the dry-season, as well as sorghum
and sunflower. F. semitectum has been reported as a
pathogen to sorghum, but F. solani is not a pathogen to
sunflower or sorghum; therefore, maybe F. semitectum
could be considered as occasional pathogen to sesame,
it could attack sorghum and occasionally sesame, but
F. solani seems to be nowadays a frequent pathogen
to sesame, it does not have another host plant in the
area. Li et al. (2012) [20]reported that fusarium wilt in
sesame is not only caused by F. oxysporum f.sp. sesa-
mi, but also by Fusarium solani, however they indicate
pathogenicity is stronger for F. oxysporum than for F.
solani. These results agree this study in having evidence
that fusarium wilt in sesame is caused by F. oxysporum
and F. solani. Results of the present research indicate
that also F. semitectum may be present in fusarium wilt
lesions in sesame. Recent reports indicate that also F.
proliferatum may attack sesame [21].

In the case that Fusarium species identified on the
sesame tissue are not opportunists, these results
must be taken into account to consider two options:
coevolution plant-pathogen could be permitting to
some Fusarium species different of F. oxysporum, to
take advantage of sesame plants to get the neces-
sary nutrients; it means to cause disease on sesame
plants. The other option is that fusarium wilt is cau-
sed by a Fusarium complex, and maybe aggressive-
ness will depend on which fungus species are invol-

Table 1. Tukey test for covered area (cm?) in Petri dishes after
five days for ten Fusarium isolates.

Isolate Mean (covered area in cm?)
Fusarium oxysporum (001) 9,30 a
Fusarium solani (001) 7,84 b
Fusarim semitectum 7,65b
Fusarium solani (002) 7,60 b
Fusarium solani (006) 7,59 b
Fusarium solani (003) 759b
Fusarium oxysporum (002) 6,33 c
Fusarium solani (005) 6,28 c
Fusarium solani (004) 5,28 ¢
Fusarium solani (007) 524 c

Note: means followed by the same letter do not differ statis-
tically (P<0,05)

Table 2. Number of RAPD bands obtained for each primer
used in a study of 10 Fusarium isolates.

Primer | Number | Number of poly- | Number of mono-

name of bands | morphic bands morphic bands
OPA-10 7 3 4
OPM-01 11 11 0
OPO-16 12 12 0
OPP-01 4 4 0
OPP-17 16 16 0
Total 50 46 4

ved. In any case, it is remarkable that two Fusarium
species of the four most important Fusarium species
in plant pathology [22] may attack Sesamum indicum.

In vitro growth rate of the isolate Fusarium oxysporum
001 was higher than the other isolates, which could
be indication of higher ability than the other isola-
tes for colonizing plant tissue in less time, it means,
more aggressiveness. When growth rate is expressed
linearly, isolates of F. oxysporum had a rate between
0,24 and 0,29 mm h, lower than other previously
reported in the same culture medium (PDA) and si-
milar incubation temperature, such as 0,59 mm h*
[23] for F. oxysporum strain isolated from the soil,
1,11 mm h*[20] for F. oxysporum f.sp. fragariae, and
0,53 mm h'[24] for F. oxysporum causing soybean
root rot. Isolates of F. solani resulted in a growth rate
between 0,22 and 0,26 mm h%, similar to the repor-
ted by Rehman et al. (2012) [25] for F. solani isolated
from citrus plants.
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Figure 1. Area covered by ten Fusarium isolates in Petri dishes.
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Figure 2. Three-dimension plot from principal coordinates
analysis of ten Fusarium isolates based on 50 RAPD.
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Single isolate of F. semitectum had a rate of 0,26 mm
ht, similar to 0,27 mm h*reported by Li (2011) [26]
when determined growth rate for an isolate coming
from soybean. Differences in growth rate of F. oxys-
porum isolates evaluated in this research as compa-
red to the other used in previous research may be
explained by a broad genetic diversity of the species,

moreover when they are other Forma specialis or at
least other isolates. In Venezuelan sesame produc-
tion the main pathogen according to the frequency
of disease at fields is Macrophomina phaseolina. Mar-
tinez-Hilders and Laurentin (2012) [27] determined
for this fungus an in vitro average growth rate of 0,80
mm h, higher than the one found for F. oxysporum.
This could be the explanation why F. oxysporum (or
Fusarium complex) appears less frequently than M.
phaseolina, maybe M. phaseolina has more ability to
colonize sesame plants faster than F. oxysporum.

Ten bands per primer were obtained in this mole-
cular characterization, which is lower than the 13
per primer reported by Luna et al. (2004) [28] when
characterized 41 isolates of F. oxysporum f. sp. ciceri
using 5 primers; however results of the present re-
search are similar to the reported in cucumber [29]
(11 band per primer when characterized 106 isolates
of F. oxysporum from cucumber) and pigeonpea [30]
(9 bands per primer when characterized 14 isolates
of F. oxysporum and F. udum). High polimorphic ratio
(higher than 85%) was a common factor for all the-
se researches and the present one. The fifty bands
produced by PCR reactions were not enough to dis-
criminate among isolates according to the species.
Isolate Fusarium oxysporum 002 has more similarities
with F. solani isolates than with the other isolate of F.
oxysporum, or isolate Fusarium solani 006 has more
similarities with F. semitectum than with the other
isolates of F. solani. RAPD is a technique based on
a random sampling in the DNA, therefore there is a
high probability that the 50 bands are no related to
the DNA sections responsible of the species diffe-
rentiation. However, results of the high variability of
F. oxysporum as compared to F. solani may be indi-
cating a long coevolution story with sesame, which
results in a large genetic differentiation within the
species, and may be this is not the case for F. solani.

CONCLUSION

Fusarium spp. isolates coming from sesame produc-
tion area were different at morphological level, which
allow to get identification of three species: F. oxys-
porum, F. solani and F. semitectum. Growth speed was
not different among species, but it was statistically
higher for one isolate. Molecular characterization
was not able to group isolates according to species;
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probably more primers should be used to get some
discrimination among species.
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RESUMEN

Se conoce poco sobre redes tréficas implicando hormigas que depredan broca
del café. Con el objetivo de evaluar la interaccién depredador-presa usando
andlisis molecular se usé dicha tecnologia para identificar la broca del café
(Hypothenemus hampei) en el contenido estomacal de la hormiga Wasmannia
auropunctata (Hymenoptera: Formicidae). Colonias artificiales de W. auro-
punctata fueron alimentadas en condiciones de laboratorio con broca, mien-
tras los controles fueron alimentadas con presas distintas. Se observé ampli-
ficacion de los tres cebadores en el 96,59% de las muestras de las hormigas
con consumo de broca, sin embargo la amplificacién también se presenté en
el 83,72% de las muestras sin consumo, detectando la unién de los cebadores
evaluados a sitios inespecificos de las hormigas control. Se encontré que los
cebadores no fueron especificos para broca. Diferentes estudios argumentan
que el ADN del depredador puede presentarse en exceso en comparacion al
ADN de la presa y, en consecuencia, las secuencias menos concentradas de
la presa a menudo no amplifican y los cebadores tienden a unirse a regiones
inespecificas del ADN del depredador, generando falsos positivos. Se concluye
que el andlisis molecular representa una herramienta adicional para detectar
depredacion en este sistema pero que atin requiere mayor especificidad.

ABSTRACT

There is a small knowledge about trophic webs implying ants that predate co-
ffee berry borer. With the objective of evaluating the predator-prey interaction
using molecular analysis, this technology was used to identify the coffee berry
borer (CBB) (Hypothenemus hampei) in the gut contents of the ant Wasman-
nia auropunctata (Hymenoptera: Formicidae). Artificial colonies of W. auro-
punctata were fed under laboratory conditions with CBB, while controls were
fed with a different prey. Amplification of the three primers was observed in
96,59% of the ant samples with CBB consumption, however the amplification
was also present in 83,72% of the samples without consumption, which means
that the primers attached to non-specific sites of control ants. We found that
the primers were not specific to the CBB. Various studies argue that DNA from
predator may be in excess compared to DNA from the prey and, as a conse-
quence, less concentrated sequences of prey often do not amplify and primers
tend to bind to non-specific regions of the predator DNA, generating false po-
sitives. It is concluded that the molecular analysis represents an additional tool
to detect predation on this system but still requires to be more specific.

RESUMO

Pouco se sabe sobre redes tréficas que implicam formigas que depredam a
broca do cafeiro. Com o objetivo de avaliar a interacdo predador-presa utili-
zando o andlise molecular, a referida tecnologia foi utilizada para identificar
a broca do café (Hypothenemus hampei) no contetido estomacal da formiga
Wasmannia auropunctata (Hymenoptera: Formicidae). As colénias artificiais
de W. auropunctata foram alimentadas em condicées laboratoriais com bro-
ca, enquanto os controles foram alimentados com diferentes presas. A am-
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plificacdo dos trés iniciadores foi observada em 96,59%
das amostras de formigas com consumo de broca, no
entanto, a amplificacdo também estava presente em
83,72% das amostras sem consumo, detetando a liga-
¢do dos iniciadores avaliados para locais néo especificos
de formigas controle. Descobrimos que os iniciadores
ndo eram especificos da broca. Diferentes estudos argu-
mentam que o DNA predador pode estar em excesso em
comparacdo com o DNA da presa e, como consequéncia,
as sequéncias de presas menos concentradas geralmen-
te ndo amplificam e os iniciadores tendem a se ligar a re-
gibes ndo especificas de o DNA do predador, generando
falsos positivos. Concluise que a andlise molecular repre-
senta uma ferramenta adicional para detectar predacdo
neste sistema, mas ainda requer ser mais especifica.

INTRODUCCION

Las hormigas han sido reportadas como enemigos
naturales de una gran variedad de artrépodos. Ellas
tienen el potencial de ejercer una presion significativa
sobre sus presas herbivoras, ya que exhiben una am-
plia gama de preferencias alimentarias y, debido a su
comportamiento y caracter social, pueden consumir
especies de todos los tamaros [1,2]. Su ubicuidad en
areas urbanas, boscosas y agricolas, junto con sus ha-
bitos alimenticios diversos, sugiere que sus patrones
de consumo podrian tener efectos importantes para la
dinamica de la red alimentaria. Ademas, varias especies
de hormigas son depredadoras importantes de plagas
agricolas tropicales tan diversas como la broca del café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae)
[7],y de otras plagas como la mosca de la fruta oriental
Bactrocera dorsalis (Hendel)

(Diptera: Tephritidae) en citricos [3] y sobre ninfas
de Idioscopus nitidulus (Walker) (Hemiptera: Cicade-
llidae) en mango [8]. Sin embargo, sus interacciones
dentro de las redes alimenticias de muchos otros
sistemas siguen siendo poco claras. Para caracterizar
mejor el impacto de las hormigas como depredado-
res, es necesario mapear la estructura de sus redes
alimenticias y establecer patrones generales de con-
sumo. Los métodos utilizados para caracterizar las
redes alimentarias de las hormigas han sido a menu-
do aproximados y vagos. Los ensayos visuales de fo-
rrajeo de hormigas presentan una extrema dificultad
en su ejecucion, especialmente en las especies forra-

jeras nocturnas, y proporcionan estimaciones relati-
vamente poco confiables de la depredacion.

El andlisis molecular del contenido estomacal, un método
post-mortem de identificacion de enlaces tréficos, es
altamente sensible a la identificacion de ADN especifico
de presa dentro del estébmago de los depredadores [4] y
podria ser una excelente herramienta para identificar los
vinculos tréficos y estimar los patrones de depredacion
de las hormigas sobre especies claves de presas como
Hypotenemus hampei.

Para la broca del café, estudios anteriores han uti-
lizado el andlisis molecular del contenido intestinal
de varios insectos depredadores como Karnyothrips
flavipes Jones (Thysanoptera: Phlaeothripidae),

Cathartus quadricollis (Guér.) (Coleoptera: Silvanidae)
y Leptophloeus sp. (Coleoptera: Laemophloeidae)
confirmando el papel depredador de estos insectos
en granos de café brocados [5]. Los cebadores del
gen COI especificos de especie disefiados para H.
hampei demostraron tener un alto grado de especi-
ficidad para ADN de broca y no produjeron ningln
producto de PCR a partir de ADN molde de otros
insectos asociados a los agroecosistemas de café [9].
Igualmente, mediante ensayos de alimentacién en
laboratorio, Jaramillo y colegas [9] demostraron que
un fragmento de 185 pb de ADN de COI de H. ham-
pei podria permanecer intacto durante un maximo de
30 h en el tracto digestivo de K. flavipes. Finalmen-
te, en muestreos de campo los autores encontraron
que, en total, 3.327 K. flavipes emergieron de 17.792
frutos infestados con H. hampei recogidos entre abril
y septiembre de 2008. A lo largo de la temporada,
el 8,3% de K. flavipes dio positivo para ADN de H.
hampei, aunque a veces esta cifra se acerco al 50%.
Estos resultados revelaron que la disponibilidad de
las presas se correlaciond significativamente con el
consumo de éstas, lo que indica el impacto poten-
cial sobre las poblaciones de H. hampei. Con los an-
teriores antecedentes y dado que varias especies de
hormigas han sido encontradas depredando la broca,
el presente estudio evalud la especificidad de un par
de cebadores del gen mtCOI para identificar broca
del café haciendo un andlisis molecular del conteni-
do intestinal de hormigas alimentadas con broca em-
pleando el método propuesto en la literatura.

84



Elisabeth Jiménez Carmona

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 17 No 1 - Enero - Junio 2019

METODO

Establecimiento y seleccién de las hormigas
depredadoras en laboratorio

Se realizé un analisis exploratorio para determinar
cudles géneros de hormigas eran los mas abundantes
en el campoy los mas apropiados para criar en labora-
torio y con mayor potencial depredador. Para esto se
establecieron colonias artificiales usando cajas plas-
ticas con: Crematogaster montezumia, C. nigropilosa,
C. curvispinosa, C. erecta, C. crinosa, Linepithema sp.,
Tapinoma sp., Nesomyrmex asper, Nylanderia sp., Phei-
dole sp., Wasmannia auropunctata y Solenopsis stricta
y Monomorium floricola, recolectadas en cafetales del
Caucay Chinchina (Caldas). Posteriormente, las colo-
nias se alimentaron con granos brocados. Se ofrecid
a las colonias 3 a 4 granos brocados con diferentes
estados (larvas, adultos y huevos) de H. hampei obte-
nidos de granos pergamino de café infestados, pro-
porcionados por el laboratorio Biocafé de Chinchina
(Caldas). Las colonias fueron revisadas diariamente
para evaluar el consumo de broca. Las observaciones
evidenciaron que las hormigas forrajean sobre los
granos pero no penetran por los orificios, la mayoria
de estas especies son mas grandes que los orificios
del grano de café, por los que algunas debian escavar
los granos para poder entrar. Sélo W. auropunctata y
S. stricta fueron observadas entrando en los granos
sin mucho esfuerzo, debido a su diminuto tamano
(£1 mm), y fueron mas activas forrajeando sobre los
granos. Finalmente, se seleccion6 a W. auropunctata,
dado que esta especie reporté tasas de depredacion
del 100% y colonias con numerosas obreras que ga-
rantizaban el nimero de muestras necesarias para
los andlisis. En total se alimentaron seis colonias de
las cuales a tres se les ofrecio entre tres a cuatro gra-
nos brocados partidos a la mitad con larvas, adultos y
huevos de la broca expuestos, por cinco dias ademas
de agua y miel. A las colonias remanentes se les ofre-
cié una presa alternativa criada en laboratorio (ge-
neralmente Acrididae, Ephesthia kuehniella o Tenebrio
mollitor), agua y miel. Antes de iniciar la alimentacién
con broca, las colonias fueron sometidas a un perio-
do de ayuno de cinco dias (solo se les ofrecia agua y
miel) con el objeto de estimular la depredacion.

Extraccion de ADN

El ADN total se extrajo de especimenes triturados
utilizando el kit especializado QIAGEN DNeasy

Blood & Tissue Kit siguiendo el protocolo suplemen-
tario de purificacién de ADN total de insectos del fa-
bricante, con una excepcion: en el paso 1 no se usé
nitrégeno liquido ni mortero, sino que se afadieron
10 pL de solucién ATL (Tissue Lysis Buffer) amorti-
guadora a la muestra, se maceré con puntas de mi-
cropipeta estériles. Posteriormente, en el paso 2, se
agregaron los 170 pL restantes para completar 180
uL de la ATL amortiguadora. El resto del proceso se
realizé de la forma descrita en el protocolo.

PCR

Se llevé a cabo usando el par de cebadores CBB-
COI-F (5-TTGACAAAGGAGCAGGAACA-3’) y CBB-
COI-R (5-TTCTGGCTGTATCCCAGGAG-3') especi-
ficos de H. hampei para amplificar un fragmento de
185 pb del gen COI, los cuales fueron probados en
un trabajo anterior [9]. En dicho trabajo se realizd un
andlisis extenso de reactividad cruzada contra espe-
cies de insectos que se encuentran cominmente en
el interior de los frutos de café y otros 69 organis-
mos no objetivo que representan 41 familias dentro
de 11 6rdenes de invertebrados. Estos cebadores no
produjeron amplificacion de ADN de ninguna de las
otras especies examinadas.

Ademas, se utilizé el par de cebadores CI-13 (5-ATA-
ATTTTTTTTATAGTTATACC-3') y ClI-14 (5-GTTTCT-
TTTTTTCCTCTTTC-3’) disefiados en estudios mo-
leculares con el género Crematogaster (Quek et al.
2004) para amplificar un fragmento de aproximada-
mente 608 pb del gen COI con el fin de confirmar el
éxito de la extraccion del ADN de las hormigas, asi
como su viabilidad para su uso en PCR.

Las reacciones de PCR (10 pL de volumen final) se
realizaron utilizando Go Taq Master Mix (Promega),
con 0,2 uM de cada cebador y 1 uL de ADN mol-
de cuantificado previamente por Nanodrop (0,4 - 40
ng). Las reacciones de PCR se corrieron en un termo-
ciclador Benchmark TC 9639. El ciclo térmico de la
PCR para CBB-COI-F de 185 pb consistié en 95°C
por 5 min seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 seg,
55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg, con una extension
final de 72°C por 7 min. Para los otros dos cebadores
(186 y 164 pb) el ciclo térmico de la PCR consistio
en 95°C por 5 min seguido por 40 ciclos de 95°C
por 30 seg, 62°C por 30 seg, 72°C por 30 seg, con
una extension final de 72°C por 7 min. Finalmente,
se realizaron geles de poliacrilamida y los productos
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de PCR se visualizaron mediante tincidén con nitrato
de plata (10 mg/mL).

Analisis genético en hormigas alimentadas
con broca del café

Las muestras para los andlisis de PCR fueron ob-
tenidas a partir de individuos (adultos), en nimero
variable y por separado (uno, tres y cinco, debido al
pequefo tamafo de la hormiga), provenientes de
tres colonias de W. auropunctata alimentadas con
broca. A estos cebadores no se les cambié las condi-
ciones. Las muestras se tomaron después de 24 h de
comprobarse la ingesta de broca por parte de la hor-
miga. Como controles se emplearon ejemplares de
esta especie, de tres colonias diferentes alimentadas
sobre larvas de Ephesthia kuehniella, Tenebrio mollitor
y especimenes de Acrididae, control de extraccion
(sin ADN) y control de PCR. Se realizaron tres répli-
cas de cada nivel de tratamiento. Se efectud la PCR
con un par de cebadores especificos para H. hampei,
teniendo como control positivo muestras con ADN
extraido de individuos de broca. En cada reaccién
de PCR se hicieron dos repeticiones usando el ADN
de individuos o grupos de individuos que fueron ali-
mentados con broca, asi como de los controles (ali-
mentados con otras presas).

RESULTADOS

Los cebadores especificos de H. hampei produjeron
amplificacién del fragmento de 185 pb en muestras
de ADN extraido de adultos y larvas de broca como
también en muestras de ADN extraido de obreras de
W. auropunctata que habian consumido broca. Sin
embargo, se detecté amplificacién de una pequena
banda muy préoxima a la banda de broca en hormi-
gas que no habian consumido broca (controles). Esta
banda no especifica de broca, se especula que puede
tratarse de un falso positivo atribuible posiblemente
a la presencia de material genético bacteriano en el
contenido intestinal de la hormiga. Para eliminar la
banda de las muestras de hormigas sin consumo de
broca, obtenidas con el par de cebadores CBB-COI-F
y CBB-COI-R se modificaron las condiciones de tem-
peratura de la PCR desde 55, 57 y 59°C, y también
se ensayaron diferentes cantidades de ADN (2 y 4
uL), con el objeto de disminuir la posibilidad de ali-
neamiento de los cebadores a zonas no especificas.
Sin embargo, la banda aparecié en el 83,72% de las

muestras de hormigas sin consumo. Los resultados
obtenidos para el otro par de cebadores (186 y 164
pb), fueron similares (cuadro 1).

Los resultados del presente estudio no permiten con-
firmar la potencialidad de los cebadores ensayados
para evaluar la conectividad tréfica entre la hormiga
W. auropunctata y la broca en los ecosistemas cafete-
ros. Una posible explicacion recae en las reacciones
cruzadas que aparecen como falsos positivos en el
sistema de deteccion por PCR debido a reacciones
de baja eficiencia.

Esto puede estar relacionado con la forma en que las
hormigas ingieren su alimento, el cual no se consume
por completo. Ellas poseen un saco, llamado buche o
estémago social, donde pre-digieren su alimento y parte
de su contenido es regurgitado para alimentar a otras
obreras y larvas [10]. Por lo tanto, es posible que una
cantidad minima de ADN de broca sea conservada en
su estomago. Un estudio [11] ha demostrado que si el
ADN dentro de la muestra contiene un pequefo nimero
de secuencias en concentraciones relativamente altas,
entonces las secuencias menos concentradas a menudo
no amplifican porque la PCR favorece los tipos de ADN
dominantes; o por “necesidad” del cebador es posible
que se amplifique tanto el ADN de la presa como el
del depredador [11]. Este es un problema particular en
estudios de dieta molecular, donde el ADN del depre-
dador estd a menudo presente en mayor exceso que
el ADN derivado del alimento [11].

Cuadro 1. Numero total y porcentaje de deteccién de
los cebadores disefiados para broca, en BB: broca; HCC:
hormigas con consumo de broca y HSC: hormigas sin
consumo de broca.

BB
(+)

HCC | HCC | HSC | HSC
(+) () (+) ()

Cebadores BB (-)

CBB-COI-F
y CBB-
COI-R (185
pb)
Hh-186-Fy
Hh-186-R 4 0 5 0 8 1
(186 pb)
Hh-164-Fy
Hh-164-R 5 0 5 0 10 2
(164 pb)
Total 14 0 27 1 36 7

% de
deteccion

5 0 17 1 18 4

100 96,59 83,72
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Pocos estudios han utilizado el contenido estomacal
de las hormigas para andlisis moleculares debido a
que las hormigas han revelado dificultades para ob-
tener ADN de presa usando extracciones de cuerpo
entero. Un estudio [12] probd 24 hormigueros para
evaluar la depredacién de Homalodisca vitripennis
(Hemiptera: Cicadellidae) utilizando PCR pero nin-
guno resultd positivo, a pesar de la discrepancia del
12% de los ensayos positivos usando inmuno ab-
sorcion enzimatica para la misma presa. Del mismo
modo, un estudio [13] que investigd la depredacion
de Camponotus pennsylvanicus (Hymenoptera: For-
micidae) sobre barrenadores de roble rojo (Coleopte-
ra: Cerambycidae) revelé que muy pocos especime-
nes capturados en campo fueron positivos (1,7%) a
pesar de altos niveles de observaciones de depreda-
cion en las masas de huevos colocadas artificialmen-
te. Aunque estos estudios no analizaron si se inhibia
la extraccién y la amplificacién del ADN del intestino
de la hormiga, este fendémeno se ha reportado en Te-
tramorium caespitum, Solenopsis invicta y Camponotus
floridanus [6]. Estos autores encontraron que tanto el
gaster como el buche producian niveles significativos
de inhibicion de la PCR [6].

Dentro de las hormigas, se ha postulado que la inhi-
bicién de la PCR podria ser debido a la interferencia
de las glandulas dentro del gaster, donde se encuen-
tra la mayoria del tracto digestivo de la hormiga adul-
ta [14]. La incertidumbre en la deteccién de ADN en
el gaster de las hormigas y la falta de fiabilidad de los
datos asi obtenidos indican la importancia de carac-
terizar el efecto de los érganos de las hormigas sobre
la deteccion del ADN vy el éxito de la amplificacion.

Aunqgue no era el objetivo de este estudio evaluar
la eficiencia de depredacién sobre la broca, y por
tanto no se presentan estos resultados, si se puede
destacar que dos de las especies que se criaron en
laboratorio W. auropunctata y Solenopsis stricta de-
predaron broca en dichas condiciones. Estas hor-
migas, de habitos arboricolas y rastreros, exhiben
dos caracteristicas eco-fisiolégicas que permitirian,
eventualmente, ser involucradas en un manejo inte-
grado de la broca en Colombia. Primero, por ser muy
pequefas (de £ 1 mm), su tamano facilita la depre-
dacion de la broca dentro del grano y, segundo, sus
habitos de anidar en ramitas y en tallos de platano
cosechado lo que permitiria la facil provision de si-
tios de anidacion en los cafetales y asi aumentar su
impacto sobre el control de la broca. En particular,

W. auropunctata fue encontrada depredando dentro
de los granos en condiciones de laboratorio y cam-
po, lo que indica que es una especie que sube a los
arbustos del café para forrajear, y puede disminuir el
daino que la broca hace al producto principal. Al mis-
mo tiempo, al anidar en ramitas sobre el suelo pue-
de eliminar sectores de la plaga que se encuentren
en los granos que caen al suelo, disminuyendo los
focos de reinfeccion. No obstante, ambas especies,
poseen un prontuario bastante negativo por su ca-
racter invasor y agresivo [15], por lo cual interfieren,
con sus picaduras, el proceso de recoleccion del café.
Con respecto al caracter invasor de W. auropunctata,
se aclara que esta especie se usé como modelo para
estandarizar la metodologia de deteccién de broca
en el trabajo, pero esta metodologia se podria imple-
mentar para otras especies de hormigas nativas con
potencial depredador hacia la broca del café.

Los resultados de este estudio plantean la necesidad
de seguir explorando herramientas moleculares para
comprender el papel agroecoldgico de las hormigas de-
predadoras en el agroecosistema del café, pues diferentes
mecanismos ecolégicos y fisioldgicos podrian impedir
concluir con certeza las conexiones en la red tréfica a
partir de marcadores moleculares para la broca del café.
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CONCLUSION

No se confirma la potencialidad de los cebadores en-
sayados para evaluar que W. auropunctata ha depre-
dado la broca del café.
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